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Resumo
O cancro é actualmente uma das doenças com maior prevalência, constituindo um dos 
maiores desafios da Medicina no século actual. Apesar dos avanços no tratamento médico 
e  farmacológico  algumas  formas  mais  agressivas  de  cancro  desenvolvem resistência  a 
múltiplos fármaco (multi-resistência, ou MDR), muitas vezes relacionada com o aumento 
da expressão da Glicoproteína-P (P-gp) à superfície das células cancerígenas. A expressão 
aumentada  deste  transportador  contribui  para  o  fracasso  dos  tratamentos 
farmacológicos,  fazendo  com  que  o  desenvolvimento  de  moduladores  (também 
conhecidos como reversores da multi-resistência ou inibidores) seja uma das estratégias 
mais promissoras no combate a este fenómeno.
A P-gp é uma proteína transmembranar da família dos transportadores ABC, identificado 
na MDR desde a década de 1970. Vários  estudos demonstraram que a inibição desta 
bomba de efluxo em particular poderia reverter o fenómeno de resistência a múltiplos  
fármacos em linhas celulares resistentes a múltiplos fármacos. Devido à ubiquidade dos 
substratos transportados e à ausência de uma estrutura cristalográfica da P-gp até 2009, o  
desenvolvimento de moduladores foi severamente comprometida, permitindo no entanto 
o desenvolvimento e publicação de estudos focando o desenvolvimento de farmacóforos, 
contribuindo  para  uma melhor  compreensão  das  principais  características  necessárias 
para uma modulação eficaz da sua actividade. No entanto, a maioria dos farmacóforos 
publicados  foram  desenvolvidos  a  partir  de  moléculas  com  uma  variação  estrutural 
limitada,  não sendo capazes de detectar  moduladores obtidas  a  partir  da espécies do 
género Euphorbia pelo grupo de Produtos Naturais, sob coordenação do Prof. Maria José 
U. Ferreira.
Desde 2009 que se encontra disponível no Protein Data Bank estruturas cristalográficas da 
P-gp  murina,  homóloga da  P-gp  humana em 89% da sua estrutura.  Devido à  enorme 
homologia  entre  as  duas  proteínas,  são  de  uma  importância  fulcral  na  realização  de 
estudos de homologia, evitando muitos dos problemas detectados por estudos anteriores 
que utilizaram como modelo transportadores bacterianos. No entanto, a baixa resolução 
da estrutura e a  ausência de um importante segmento intermédio não permite a sua 
utilização directa. Através do recurso a técnicas de simulação computacional, a sequência 
em falta pode ser modelada e inserida na estrutura, permitindo a avaliação da estrutura 
xxi
completa  em termos  de  estabilidade  estrutural  e  acerca  da  importância  do  ambiente 
hidrofóbico no mecanismo de acção do transportador.
A partir  de farmacóforos e dados disponíveis  na literatura e com base em diterpenos 
macrocíclicos isolados a partir de espécies do género Euphorbia, foi efectuado um estudo 
das  características  farmacofóricas  mais  importantes,  tendo  sido  obtido  um  novo  e 
melhorado farmacóforo de quatro pontos que permite a detecção de um espectro mais 
amplo de moduladores, mantendo uma elevada precisão na detecção de moléculas sem 
actividade.  Foi  determinada  a  importância  dos  grupos  hidrofóbicos  e  aceitadores  de 
pontes de hidrogénio como características essenciais para o reconhecimento de diferentes 
moléculas  pela  P-gp,  bem  como  a  combinação  de  diferentes  características  e  a  sua 
influência na taxa de detecção e os estados de protonação dos grupos amina.
Com os estudos de dinâmica molecular, e através da utilização de diferentes metodologias 
e  campos  de  força,  foi  possível  obter  uma estrutura  final  equilibrada  e  novos  dados 
relevantes  acerca  da  importância  da  membrana lipídica  e  da  sequência  cristalográfica 
omissa, contribuindo desta forma para uma melhor compreensão da estrutura deste tipo 
de transportador.
Palavras chave
diterpenos  macrocíclicos,  glicoproteína-P,  farmacóforo,  multi-resistência,  química 
computacional, dinâmica molecular;
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Abstract
Cancer  is  one  of  the  most  prevalent  and challenging  diseases  in  the current  century. 
Despite the advances in medical and in pharmacological treatment, some types of cancer 
develop multidrug resistance, often related to the increased expression of P-glycoprotein 
(P-gp) by cancer cells, thus contributing for the failure of chemotherapeutic treatments, 
making the development of P-gp modulators (also known as MDR reversers, inhibitors or 
chemosensitizers) one of the most promising strategies to overcome MDR.
P-gp  is  a  member  of  ABC  transporters  that  is  known  since  1970's.  Several  studies 
demonstrated  that  the  inhibition  of  this  particular  efflux  pump  could  reverse  the 
multidrug  phenomenon  in  multidrug  resistant  cell  lines.  Due  to  the  ubiquity  of  the 
transported substrates and to the absence of a crystallographic structure until 2009, the 
development  of  modulators  was  severely  impaired,  which  allowed  the  publication  of 
studies focusing the development of pharmacophores, therefore contributing to a better 
understanding of the key features needed to a successful modulation of the P-gp activity.  
However, most of the published pharmacophores were developed from molecules with 
limited structural variation, not being able to detect modulators obtained in-house from 
Euphorbia species by the Natural Products group, under coordination of Prof. Maria José 
U. Ferreira.
Since 2009 that  is  available  in the Protein Data Bank the crystallographic  structure  of 
murine P-gp. This structure shares a a 89% similarity with human P-pg and is suitable for  
homology modeling studies, avoiding some of the problems faced by previous studies that 
were based in bacterial transporters and later proved inaccurate. Nevertheless, the low 
resolution of the structure and the absence of an important intermediate segment does 
not allow the use of the data in subsequent studies. Through computational simulation, 
the missing sequence can be constructed and inserted in the structure and the complete 
transporter can be evaluated, regarding the stability of the secondary structure and the 
importance of the lipid environment in the transporters mechanism of action.
Based  on  pharmacophores  and  data  already  published  and  focusing  in  macrocyclic 
diterpenes isolated from  Euphorbia species, a comprehensive study on pharmacophore 
features was performed, obtaining a new and improved four-point pharmacophore able 
to detect a broader spectrum of modulators, but simultaneously specific enough to avoid 
xxv
the detection of non-active molecules. It is clarified the importance of the hydrophobic 
and electron acceptor moieties as essential features for recognition of different molecules 
by  the  P-gp  drug-binding  site,  also  accessing  the  best  combination  of  the  different 
pharmacophoric moieties and evaluating the amine groups protonation states.
Regarding the computational studies, through the utilization of different methodologies 
and comparing the results in several force fields, some final and equilibrated structures 
could be obtained, providing new data on the importance of  the lipid bilayer and the 
missing crystallographic  sequence and contributing to the better  understanding of  the 
structure  for this type of transporter. 
Keywords
macrocyclic  diterpenes,  multidrug  resistance,  computational  chemistry,  P-glycoprotein, 
pharmacophore, molecular dynamics;
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Cap ítulo I
Introdução

Introdução
1.1 O cancro e a multi-resistência aos anti-tumorais.  O cancro foi considerado uma das 
doenças com maior prevalência na primeira década do século XXI. Foram registados mais 
de 12 milhões de novos casos no ano de 2008, estimando-se o aumento para perto de 17 
milhões de novos casos por ano em 20201. De todos os casos registados a nível mundial, 
uma percentagem superior a 50% terminam com a morte do paciente, contribuindo deste 
modo para 10% do total de óbitos a nível mundial1,2.
O  fenómeno da carcinogénese  é  frequentemente classificado como uma alteração no 
controlo do crescimento de células ou tecidos, no qual os mecanismos que regulam o ciclo 
de crescimento, multiplicação e/ou diferenciação celular se encontram alterados ou em 
muitos casos totalmente inactivos. A prevenção, através da adopção de estilos de vida 
saudáveis, em conjunto com a detecção precoce de neoplasias são armas poderosas no 
tratamento do cancro, porque o diagnóstico e tratamento nas fases iniciais possui  um 
prognóstico  com  uma  evolução  mais  favorável.  Se  a  detecção  do  tumor  ocorrer  nos 
estadios III  ou IV, o tratamento tende a tornar-se mais difícil e agressivo, sobretudo se 
estiverem presentes neoplasias secundárias (metástases)2,3.
O  mecanismo  molecular  subjacente  à  génese  tumoral  reside  no  aparecimento  de 
mutações em genes específicos como os genes supressores de tumores, proto-oncogenes 
ou  genes  que  promovem  a  reparação  do  DNA2.  Estas  mutações  podem  surgir 
espontaneamente ou  o  seu aparecimento pode  ser  induzido por  exposição a  agentes 
carcinogénicos,  químicos ou biológicos. No entanto, estudos demonstraram igualmente a 
existência de uma predisposição genética no aparecimento de determinados tumores, 
cujo  melhor  exemplo  é  o cancro  da  mama,  frequentemente  associado à  presença de 
ambas as cópias do gene BRCA1 no genoma celular4,5. 
Actualmente,  a  terapêutica  anti-tumoral  assenta  num  carácter  multidisciplinar,  sendo 
constituída por três valências principais e complementares. A cirurgia é utilizada quando o 
tumor  é  detectado  precocemente  ou  quando  este  possui  dimensões  e  limites  bem 
definidos,  sem  invasão  dos  tecidos  adjacentes.  A  radioterapia e  quimioterapia são 
frequentemente utilizadas no pré- e pós-operatório por forma a garantir a erradicação de 
células cancerígenas que, não tendo sido removidas pela cirurgia, tenham permanecido 
no  local  ou  metastizado  noutros  tecidos  do  organismo,  mas  cuja  quantidade  não  é 
suficiente  para  a  sua detecção eficaz  pelos  métodos  de diagnóstico3.  Enquanto que a 
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radioterapia emprega radiação de alta energia para induzir quebras na dupla hélice do 
DNA,  os agentes farmacológicos utilizados na quimioterapia possuem a capacidade de 
inibir a proliferação celular, por interacção directa com o DNA ou por interferência nos 
sistemas de transducção de sinal.  Com a interrupção da divisão celular,  o crescimento 
tumoral  é  reduzido  devido  à  activação  de  processos  de  morte  celular  das  células 
cancerígenas2.
Existem, contudo, restrições na utilização de fármacos anti-tumorais. A principal limitação 
deriva da toxicidade intrínseca que impede o seu uso clínico prolongado. Por forma a 
contornar  este  problema,  a  quimioterapia  é  frequentemente  administrada  em  ciclos, 
separados por um intervalo de tempo adequado que favorece a recuperação das células 
não alteradas, com ou sem recurso a medicação adicional. Outro factor importante é a 
concentração efectiva alcançada pelo fármaco no local  de  acção.  Esta concentração é 
condicionada por determinantes biológicos (tipo e localização da neoplasia, irrigação do 
local),  farmacocinéticos  (forma  farmacêutica,  dose  e  intervalo  de  administração)  e 
químicos (pH, solubilidade) que influenciam a magnitude e intensidade da resposta, sendo 
esta proporcional aos mecanismos subjacentes que promovem o crescimento tumoral4,6.
Mesmo  após  a  consideração  ponderada  de  todos  os  factores  enunciados,  têm-se 
verificado  desde  as  últimas  décadas  do  século  passado  um  progressivo  aumento  da 
resistência  à  acção  dos  medicamentos  anti-tumorais  através  de  duas  componentes 
principais designadas por Intrínseca e Adquirida3. Enquanto que na Intrínseca a resistência 
à  quimioterapia  ocorre  desde  as  fases  iniciais  do  tratamento,  na  Adquirida  as  células 
apresentam uma perda gradual de sensibilidade, devido à eliminação das células sensíveis 
em detrimento das resistentes aos fármacos utilizados.  A resistência apresentada pelas 
células  tumorais  pode  não  ser  exclusiva  de  apenas  um  fármaco,  mas  incluir  várias 
moléculas  com  mecanismos  de  acção  distintos,  sendo  então  designada  de  multi-
resistência (MDR).  Este facto é frequentemente relacionado com a sobre-expressão de 
uma família  de  proteínas  transmembranares  designada  por  transportadores  ABC,  que 
inclui até ao presente momento 13 membros distintos7 dos quais o mais representativo é 
a  Glicoproteína-P  (P-gp),  codificada na  espécie  humana pelo  gene  ABCB1.  A Tabela  1 
sistematiza alguns dos mecanismos descritos na literatura que visam explicar o fenómeno 
da resistência. 
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Tabela  1 -  Mecanismos  propostos  para  a  resistência  aos  fármacos  anti-tumorais 
[adaptado de Koda-Kimble et al.6]
Mecanismo Exemplos de fármacos afectados
Maior reparação do DNA Cisplatina, mecloretamina, melphalan
Não activação do fármaco Citarabina, metotrexato, tioguanina, 
doxorrubicina
Maior activação do fármaco Mercaptopurina, citarabina
Diminuição do influxo celular Melphalan, metotrexato
Aumento do efluxo
(multi-resistência)
Etopósido, vinblastina, paclitaxel, 
daunorrubicina, vinorelbina, topotecano, 
estramustina
Vias bioquímicas alternativas Metotrexato, citarabina
Alterações nas estruturas-alvo Fluoruracilo, hidroxiureia, metotrexato, 
etopósido
Observou-se que a sobre-expressão deste transportador se correlacionava directamente 
com o grau de resistência demonstrado por algumas linhas celulares tumorais8, pelo que 
rapidamente  se  tornou  uma  das  proteínas  transmembranares  mais  estudadas.  Em 
conjunto  com  a  MRP  e BCRP,  são  as  três  bombas  de  efluxo  mais  importantes  na 
resistência das células eucariotas à acção farmacológica2,7.
1.2 A Glicoproteína-P.  Os primeiros estudos de cristalografia e microscopia electrónica 
revelaram  que  a  organização  básica  da  P-gp  consiste  numa  sequência  de  1280 
aminoácidos organizados em duas unidades funcionais. Cada uma das unidades contém 
seis domínios transmembranares (TMD) e um domínio onde ocorre a ligação a nucleótidos 
(NBD), ligados por uma secção com maior flexibilidade (Figura 1). 
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Figura  1 -  Esquema bidimensional  da  P-gp.  As  linhas  a  tracejado  indicam os  limites  da 
membrana celular; o segmento a vermelho corresponde à sequência do segmento de ligação.
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A P-gp  foi  inicialmente  designada  por  Gp170  devido  à  banda  característica  a  170kDa 
observável  em  electroforese,  para  a  qual  contribui  ainda  uma  pequena  sequência 
glicosilada na zona extracelular7,8, adquirindo mais recentemente a designação de CD243. 
As unidades transmembranares encontram-se organizadas de forma radial, formando um 
poro central assimétrico de dimensões 30 x 5-10 Å7.  A sua distribuição no organismo é 
generalizada,  predominando em epitélios  com função excretora ou secretora como as 
células  epiteliais  do  tubo  digestivo,  hepatócitos  ou  células  do  tubo  proximal  do  rim9, 
desempenhando  também  um  papel  fundamental  na  integridade  da  barreira  hemato-
encefálica, diminuindo a sensibilidade do sistema nervoso central a um grande número de 
xenobióticos e agentes tóxicos10.
Como parte integrante da família dos transportadores ABC, a P-gp é uma bomba de efluxo 
que utiliza a energia do ATP para catalisar o efluxo de substratos para o exterior da célula11
contra  o  seu  gradiente  de  concentração.  Estudos  demonstraram  que  o  transportador 
utiliza preferencialmente o complexo Mg-ATP, mesmo na presença de outras fontes de 
energia  como  o  Ca-ATP,  ADP  ou  AMP12,  sendo  identificadas  duas  sequências  de 
aminoácidos  conservadas  em ambas  as  unidades  que  contêm um resíduo  de  cisteína 
(Cys431 e Cys1074) responsáveis pela ligação ao nucleótido. A inibição do ciclo catalítico 
foi conseguida através da alquilação destes resíduos com a utilização de N-etilmaleimida 
(NEM)10,12,13, demonstrando que a reacção de hidrólise ocorre com afinidades semelhantes 
em  ambos  os  NBDs13,  ou  através  da  utilização  de  ortovanadato  de  sódio,  devido  à 
propriedade do vanádio em formar complexos estáveis não-covalentes com o Mg-ADP no 
centro catalítico10. No entanto, resíduos de lisina presentes no NBD também mostraram 
afectar directamente o ciclo catalítico, pois a reacção com 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazole (NBD-Cl) impede igualmente a hidrólise do ATP13. 
Um conjunto de mutações com influência directa na actividade da ATPase foram também 
identificadas, sendo registados aumentos (F335A), diminuições (F978A) ou alterações no 
grau  de  activação  (G141V,  G185V  e  G830V)  do  transportador  por  substratos  como  a 
colchicina,  verapamil  ou vinblastina.  As mutações situadas nas sequências conservadas 
intimamente relacionadas com a actividade hidrolítica (K433M, K1076M, G432S e G1075S) 
eliminam totalmente a actividade catalítica da P-gp. 
Muitos  dos  compostos  transportados  pela  P-gp  não  se  encontram  relacionados 
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estruturalmente,  e  incluem não  só  agentes  farmacológicos  como  produtos  de  origem 
natural. Estudos de foto-afinidade demonstraram que os resíduos associados à interacção 
com os substratos se localizam nos TMD 5, 6, 11 e 1214.  Novos estudos complementares 
evidenciaram ainda que a cavidade interna poderá encontrar-se preenchida por moléculas 
de água, contribuindo as hélices transmembranares 3, 5, 8 e 11 para 70% da área do local 
de ligação aos substratos (DBS), implicando activamente as hélices 6 e 12 na alteração 
conformacional que possibilita o processo de translocação15,16. O segmento que conecta as 
duas  unidades  provou  ser  essencial  para  a  actividade  e  igualmente  importante  na 
regulação da especificidade dos substratos para a P-gp17,18, mediando a interacção entre os 
NBD durante o processo de hidrólise do ATP18. Este facto foi verificado em estudos onde a 
actividade  da  ATPase  e  o  efluxo de  moléculas  foi  completamente  suprimido em P-gp 
mutantes cuja sequência intermédia havia sido eliminada. No entanto a adição de uma 
sequência intermédia móvel, mesmo que distinta da original, é suficiente para restaurar 
completamente ambas as actividades17.
Devido ao conhecimento limitado da estrutura tridimensional da P-gp, e com base em 
proteínas  de  estrutura  semelhante,  foram  propostos  diversos  mecanismos  que  visam 
clarificar  o mecanismo de acção do transportador.  A  Figura 2 apresenta esquemas do 
modelo  do  poro  membranar  (a)19,  da  flipase  (b)20 ou  do  aspirador  hidrofóbico 
(Hydrophobic Vacuum Cleaner Model – c)21. 
Enquanto  que  no  modelo  do  poro  membranar  a  proteína  funciona  como  um  canal,  
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Figura 2 -  Mecanismos propostos para o modo de funcionamento da P-gp na extrusão dos 
fármacos  (F).  Modelo  do  poro  membranar  (a)19;  flipase  (b)20; aspirador  hidrofóbico  (c)21. 
[adaptado de Varma et al.22].
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capturando moléculas  do  interior  celular  e  enviando-as  para  o  exterior,  o  modelo do 
aspirador hidrofóbico implica a remoção activa da molécula a partir da parte interna da 
membrana celular, translocando-a para a externa ou para o exterior. O modelo da flipase 
consiste numa alteração ao aspirador hidrofóbico, suportado por estudos efectuados num 
transportador  semelhante  codificado  pelo  gene  MDR2,  que  funciona  como  um 
transportador de moléculas de fosfatidilcolina da camada interna da membrana para a 
camada exterior10.
Comum  a  todos  os  mecanismos  é  a  hidrólise  de  uma molécula  de  ATP,  essencial  no 
fornecimento  da  energia  necessária  para  a  alteração  de  conformação  que  permite  a 
expulsão dos xenobióticos22. Foi demonstrado que, embora ambos os locais de ligação ao 
ATP sejam cataliticamente activos23, a ligação das duas moléculas de ATP é efectuada de 
um modo alternado24. Estudos iniciais afirmam que a ligação do ATP num dos NBD induz 
um aumento da afinidade do DBS para o substrato,  não existindo hidrólise devido ao 
bloqueio provocado pelo segundo NBD. A ligação de uma segunda molécula de ATP no 
segundo NBD permite a  hidrólise da primeira molécula de ATP,  a  libertação do grupo 
fosfato e consequente activação do ciclo catalítico13. Existiria, portanto, um mecanismo de 
controlo da afinidade no local de ligação, dependendo das características intrínsecas da 
molécula e  da  capacidade desta em interagir  de  um modo adequado com o local  de 
ligação25.  Após o efluxo,  a proteína adquire uma conformação de baixa afinidade para 
substratos e nucleótidos26, sendo necessária a libertação do ADP para que o transportador 
regresse  à conformação nativa.  (Esquema 1-A)13,24.  No entanto,  estudos mais recentes 
indicam  que  é  a  própria  ligação  do  substrato  e  do  ATP  que  induz  a  alteração 
conformacional,  reorientando  os  resíduos  do  DBS  para  o  estado  de  baixa  afinidade 
(Esquema 1-B)27. 
As hélices cujos resíduos compõem o DBS rodariam, expondo o interior do mesmo ao 
meio extracelular e possibilitando a libertação da molécula para o exterior28. No decurso 
da modificação estrutural do transportador, os dois NBD formam um dímero e a hidrólise 
do ATP seria  utilizada para restaurar a  posição inicial  das hélices transmembranares e 
catalisar a separação dos NBD27. Este modelo é suportado por estudos onde a introdução 
de  mutações  em  resíduos  específicos  afectaram  a  taxa  de  hidrólise  do  ATP, 
nomeadamente através da restrição da rotação de alguns TMD29  ou da identificação da 
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importância de aminoácidos específicos para o favorecimento da reacção de hidrólise do 
ATP30.
No caso específico da P-gp, a importância da membrana celular foi também avaliada em 
estudos que demonstraram que as moléculas com maior actividade moduladora possuem 
um coeficiente de partilha e uma constante de ionização que favorece a sua difusão na 
camada interna da membrana, aumentando deste modo a interacção com os domínios de 
ligação  do  transportador12,31-33,  o  que  suporta  o  modelo  do  aspirador  hidrofóbico  em 
detrimento dos modelos da flipase ou do poro membranar. Estes estudos complementam 
resultados  anteriores  que  referem  a  composição  da  membrana  e  os  lípidos  que  a 
constituem  como  unidades  importantes  na  actividade  da  P-gp10,21,31,  representando  o 
conjunto  membrana/proteína  uma  única  unidade  funcional  e  não  duas  estruturas 
independentes34.  A complexidade da membrana das células eucariotas35 e a sua fluidez é 
igualmente influenciada pela quantidade de colesterol existente, pelo que a existência de 
micro-domínios  particularmente  ricos  em  colesterol36 parece  exercer  uma  influência 
positiva na actividade de translocação da P-gp. 
A recente publicação da Glicoproteína-P murina,  com 89% de similaridade com a P-gp 
humana, constitui um modelo base mais fiável para estudos de homologia, permitindo a 
execução  de  simulações  computacionais  mais  fiáveis.  Foi  identificada  uma  cavidade 
interna com um volume de aproximadamente 6.000 Å3 que abre para o compartimento 
intracelular, encontrando-se também exposta à camada interna da membrana através de 
duas aberturas delimitadas pelas hélices (TMD) 4/6 e 10/12, favorecendo uma vez mais a 
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Esquema 1 - Ciclo catalítico proposto por Senior et al. (A)13 e por Callaghan et al. (B)27
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teoria do aspirador hidrofóbico. Foram identificados 73 resíduos expostos no interior da 
cavidade, 15 dos quais com características polares e somente 2 possivelmente ionizados 
(His60  e  Glu871)37.  Infelizmente,  a  estrutura  encontra-se  incompleta,  não  tendo  sido 
determinada  a  estrutura  secundária  dos  segmentos  inicial  (32  aa),  final  (5  aa)  e  da 
sequência  de  ligação  entre  os  aminoácidos  Ala627  e  Ala683,  correspondendo  a  56 
aminoácidos, cuja presença é essencial para a actividade.
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2.1.  Introdução. Com  a  descoberta  da  possibilidade  de  inibição da  P-gp  presente  em 
células tumorais pelo verapamil no início da década de 19801, numerosos estudos foram 
efectuados na tentativa de desenvolver inibidores eficazes desta proteína,  de modo a 
superar  a  multi-resistência  de  algumas  linhas  celulares  à  acção dos  anti-tumorais.  No 
entanto, a grande variedade de estruturas que estas proteínas são capazes de transportar 
e a toxicidade intrínseca provocada pelas elevadas concentrações necessárias para uma 
inibição eficaz limitou avanços mais significativos.  A determinação de um farmacóforo, 
definido como “um conjunto de características estéricas e electrónicas necessárias para  
assegurar  as  interações  supramoleculares  óptimas  com  uma  estrutura-alvo  biológica  
específica,  desencadeando  (ou  bloqueando)  a  sua  função  biológica.  Não  representa  a  
molécula  real  (…)  mas  sim  um  conceito  abstracto  que  tem  em  conta  as  interacções  
moleculares comuns de um grupo de compostos para com uma estrutura-alvo”2, permitiu 
uma abordagem inovadora do problema.
Um  dos  primeiros  estudos  de  farmacóforos  da  P-gp  foi  efectuado  com  análogos  da 
reserpina. A protonação da amina pode também permitir interacções iónicas adicionais3.
Este farmacóforo definido por Pearce  et al. foi o ponto de partida para a realização de 
novos estudos que permitiram compreender com maior profundidade a interacção entre 
os  substratos  e  a  P-gp.  No  entanto,  não  pode  ser  aplicado  a  muitas  das  moléculas 
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transportadas nem considera o estado de protonação da molécula. Foi determinado que a 
presença  de  anéis  aromáticos  contribui  para  o  aumento  da  afinidade  através  de 
interacções entre os electrões das orbitais  π com aminoácidos aromáticos existentes no 
DBS4.  Já  a  hidrofobicidade  da  estrutura,  um  parâmetro  igualmente  importante,  foi 
definida  bastante  mais  tarde  como  uma  variável  a  considerar5.  No  entanto,  muitas 
moléculas portadoras de grupos polares possuem afinidade para o local de ligação, pelo 
que estudos revelaram que os grupos com capacidade aceitadora de pontes de hidrogénio 
(Acc), especialmente hidroxilos, éteres ou carbonilos, revestem-se de especial importância 
na afinidade da molécula, no reconhecimento e na interacção para com a proteína. Um 
estudo em particular6 definiu  dois  tipos  de padrões  de reconhecimento,  consoante as 
moléculas  possuíssem  dois  (Tipo  I)  ou  três  (Tipo  II)  grupos  aceitadores  de  pontes  de 
hidrogénio separados por distâncias particularmente definidas. Verificou também que os 
grupos mais frequentemente envolvidos na formação de pontes de hidrogénio integravam 
os  átomos  de  oxigénio dos  grupos  anteriormente  referidos  em detrimento de grupos 
contendo átomos de azoto. Outros estudos, com resultados mais contraditórios, revelam 
a  presença  de  um  átomo  de  azoto  como  um  parâmetro  essencial,  identificado  em 
moléculas contendo derivados quinolínicos ou piperazínicos7. Estes estudos referem como 
sendo essencial a presença de um átomo ou grupo que possibilite a formação de pontes 
de hidrogénio, e que a presença de um azoto quaternário (positivo) seria prejudicial para a 
actividade8.  Um  outro  estudo  refere  que  o  azoto,  encontrando-se  maioritariamente 
protonado a pH fisiológico não é essencial, porque a sua interacção com a P-gp seria de 
carácter não-iónico e apenas determinado pela sua capacidade como dador de electrões9. 
A distância mínima óptima entre os grupos dadores e os grupos hidrofóbicos foi também 
definida como nunca inferior a 5 Å7. 
Todos os estudos anteriores forneceram dados concretos que permitiram uma melhor 
definição de um farmacóforo específico para os inibidores da multi-resistência, através do 
estudo  das  características  fisico-químicas  e  estruturais  de  moléculas  com  actividade 
moduladora da P-gp. Já na presente década, vários estudos determinaram as combinações 
mais frequentes das características presentes em fármacos inibidores (Figura 4),  tendo 
sido  evidenciadas  combinações  em  número  aleatório  de  domínios  hidrofóbicos 
(aromáticos ou alifáticos), aceitadores e dadores de pontes de hidrogénio, estes últimos 
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De acordo com este estudo,  o aumento do número de grupos presentes na molécula 
aumenta  o  número  de  combinações  permitidas  e,  consequentemente,  a  afinidade  da 
mesma  para  o  local  de  ligação.  Moléculas  de  estrutura  química  distinta  e  diferente 
orientação espacial  podem assim interagir com diferentes resíduos no mesmo local do 
receptor, activando ou bloqueando o ciclo catalítico. A combinação mais frequente de 
pontos farmacofóricos foi determinada como sendo aquela que possui cinco pontos, três 
hidrofóbicos  e  dois  aceitadores  de pontes  de hidrogénio.  No entanto,  a  existência  de 
pontos  com  capacidade  dadora  de  pontes  de  hidrogénio  não  é  de  excluir,  porque  a 
existência  de  átomos  de  azoto  nas  moléculas  estudadas  podem  ou  não  encontrar-se 
protonados a pH fisiológico10. Até ao presente momento, poucos estudos consideraram a 
existência de dadores de pontes de hidrogénio ou domínios catiónicos8,11,  incidindo na 
importância da combinação de múltiplos átomos ou grupos com capacidade aceitadora6.
Os  resultados  obtidos  confirmam os  grupos  aromáticos/alifáticos  das  moléculas  como 
importantes na ligação e reconhecimento para com a proteína, enquanto que os grupos 
dadores de electrões influenciam directamente a orientação espacial  e a afinidade, ao 
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estabelecer um número variável de interacções com os resíduos do DBS. Embora o estudo 
anterior apenas tenha descrito um conjunto de pontos farmacofóricos comuns, sugerindo 
a  existência  de  múltiplos  locais  de  ligação  das  moléculas  no  DBS,  outros  estudos 
determinaram  farmacóforos  específicos  para  moléculas  como  o  verapamil  ou  a 
ciclosporina A. Ambos os farmacóforos possuem um domínio aromático, um aceitador de 
pontes de hidrogénio e dois ou três pontos hidrofóbicos12. 
Os resultados do estudo anterior suportam a existência de vários locais de ligação no DBS,  
sendo a afinidade determinada pela distribuição da hidrofobicidade e grupos polares na 
molécula. No entanto, este farmacóforo não identifica os grupos associados à formação 
de  pontes  de  hidrogénio  (azotos  ou  oxigénios),  nem  se  encontra  de  acordo  com  as 
unidades  de  reconhecimento  definidas  por  Seelig6 para  a  interacção  com  a  P-gp.  No 
entanto,  a  distância  entre  o  grupo  aceitador  de  pontes  de  hidrogénio  e  os  domínios 
aromáticos/hidrofóbicos encontra-se de acordo com o estabelecido por Suzuki7.
Estudos alternativos visaram a determinação de farmacóforos para diversas famílias de 
inibidores da P-gp,  através de modelos tridimensionais  de relação estrutura-actividade 
(3D-QSAR) e produziram quatro padrões distintos de farmacóforos, baseados em quatro 
famílias de inibidores, que se encontram descritos na Tabela 2. 
Tabela 2
Farmacóforos de vários ensaios 3D-QSAR [adaptado de Ekins et al.13]
Ensaio efectuado Características determinadas
Inibição do transporte da digoxina em 
células Caco-2 (n=27)
• 4 pontos hidrofóbicos
• 1  ponto  aceitador  de  pontes  de 
hidrogénio
Inibição  da  ligação  da  vinblastina  a 
vesículas  da  membrana  plasmática 
(n=21)
• 3 pontos aromáticos
• 1 ponto hidrofóbico
Inibição da acumulação da vinblastina 
em células LLC-PK1 (n=17)
• 4 pontos hidrofóbicos
• 1  ponto  aceitador  de  pontes  de 
hidrogénio
Inibição da acumulação da calceína em 
células LLC-PK1 (n=18)
• 2 pontos hidrofóbicos
• 1 ponto aromático
• 1 ponto dador de pontes de hidrogénio
Este  estudo  evidenciou  o  carácter  hidrofóbico  das  moléculas  como  um  dos  factores 
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preponderantes  para  o  reconhecimento  por  parte  da  P-gp13.  A  sobreposição  parcial 
evidenciada entre os vários farmacóforos sugere que o DBS possui uma zona comum a 
todos os farmacóforos determinados. A determinação de pontos aceitadores e dadores 
encontra-se de acordo com resultados anteriores, embora mais uma vez não se verifique a 
existência das unidades identificadas por Seelig, sendo possível concluir que a presença 
destas  unidades  é  importante  mas  não  essencial  para  o  reconhecimento  dos 
moduladores.
Em  2003,  um  estudo  clarificou  o  modo  como  diferentes  estruturas  podem  inibir  o 
funcionamento  da  P-gp,  além  de  identificar  as  características  fundamentais  para  que 
moléculas  possam modular  o  efluxo.  Esta  modulação é  passível  de  ser  efectuada  em 
quatro  locais  distintos,  classificados  como  locais  transportadores  ou  moduladores14. 
Segundo este estudo, as moléculas podem actuar por inibição competitiva da ligação dos 
substratos  envolvidos  directamente  no  processo  de  efluxo,  como  o  verapamil  ou  o 
tariquidar. O outro mecanismo relaciona-se com a inibição da ligação ou hidrólise do ATP, 
impedindo a alteração conformacional que regula a afinidade dos substratos para o DBS e 
a translocação de moléculas para o meio extra-celular. Este último pode ser explicado pela 
existência de uma zona moduladora próxima ao local de ligação do ATP, onde substratos 
como  moléculas  esteróides  (progesterona)  ou  flavonóides  (quercetina,  galangina) 
interagem14.  Esta  conclusão  foi  confirmada  por  estudos  independentes  que  incidiram 
sobre as propriedades inibidoras de diversos flavonóides, porque embora os flavonóides 
prenilados  tenham  propriedades  que  permitam  a  sua  interacção  directa  com  o  DBS 
transportador,  flavonóides mais simples como a quercetina,  kaempferido ou galangina 
tendem a actuar próximo do local de ligação do ATP, numa zona designada por  Steroid-
binding Hydrophobic Region (SBHR), comum aos derivados esteróides15,16. O impedimento 
estéreo causado pela interacção das moléculas com este local impede a correcta ligação 
ou a hidrólise da molécula de ATP, condicionando a alteração conformacional que catalisa 
o efluxo ou o retorno da proteína à conformação inicial16.
Complementar a estes estudos, foram propostas três regras base envolvendo o tamanho e 
volume molecular, a capacidade de aceitar pontes de hidrogénio (através do número de 
azotos e oxigénios) e o pKa dos grupos existentes na molécula. Verificou-se que compostos 
com peso molecular superior a 400 g.mol⁻¹, um número de azotos e oxigénios igual ou 
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superior  a  8  e  um pKa superior  a  4  são  passíveis  de  serem substratos  para  a  P-gp17, 
equiparando  a  P-gp  a  um  mini  sistema  farmacocinético  de  baixa  especificidade  com 
capacidade para acomodar substratos com estruturas moleculares bastante diversas. No 
entanto, estes resultados divergem de um estudo prévio que demonstrou que o pH do 
meio não afecta o transporte mediado pela P-gp18.
Estudos  realizados  especificamente  em  quinazolinonas,  indolo-  e  pirrolo-pirimidinas, 
inibidores da P-gp e MRP1, identificaram pontos farmacofóricos que estão de acordo com 
resultados  obtidos  anteriormente,  nomeadamente  pontos  hidrofóbicos,  aceitadores  e 
dadores de pontes de hidrogénio e um domínio catiónico (Figura 5–A)19. 
Adicionalmente,  um  outro  estudo  também  identificou  um  domínio  catiónico  num 
farmacóforo para a  MRP1 contendo cinco pontos11. A análise de análogos do tariquidar, 
um dos  mais  potentes  inibidores  da  P-gp  disponível,  revela  um padrão farmacofórico 
muito  semelhante  ao  obtido  com  os  derivados  quinazolinónicos,  composto  por  três 
pontos hidrofóbicos e três a quatro aceitadores de pontes de hidrogénio, podendo incluir 
dois  dadores  de  pontes  de  hidrogénio  quando  considerada  a  protonação  das  aminas 
Todos  estes  estudos  apontam  como  características  farmacofóricas  comuns  um  grupo 
aceitador de pontes de hidrogénio directamente ligado a um anel aromático, um centro 
hidrofóbico adicional numa cadeia lateral flexível e um azoto terciário protonável, com 
capacidades para aceitar ou doar pontes de hidrogénio19.  Uma maior rigidez na cadeia 
lateral em análogos do tariquidar aumentou a sua actividade inibitória, e a substituição 
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dos grupos metoxi no anel central por grupos mais volumosos produziu o efeito inverso.
Foi  ainda identificada uma elevada correlação entre os índices de hidrofobicidade e o 
efeito inibitório, corroborando a importância desta propriedade no efeito modulador das 
moléculas na P-gp20. No entanto, os estudos considerados utilizaram moléculas com uma 
variação  estrutural  limitada,  o  que  impede  a  utilização  dos  farmacóforos  obtidos  em 
diferentes estruturas moleculares. 
Apesar de muitos dos estudos anteriores apresentarem apresentarem a definição  para 
alguns farmacóforos, outros identificaram moléculas com propriedades moduladoras da 
P-gp cujas  estruturas  não se adequam aos farmacóforos  propostos.  Desde o início  do 
século  que  moléculas  isoladas  de  fontes  naturais  como  os  jatrofanos21,  latiranos22-26, 
cucurbitanos27,28,  ginsenósidos29,  taxanos30 ou sifolanos31 demonstram, através de vários 
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Estas moléculas são caracterizadas pela ausência total de átomos de azoto, sendo também 
frequente  a  ausência  de  anéis  aromáticos,  pelo  que  os  pontos  farmacofóricos 
determinados por esses domínios não podem ser aplicados com sucesso nesta classe de 
moduladores. No entanto, verifica-se a existência de unidades Tipo I e Tipo II definidas por 
Seelig e um elevado carácter hidrofóbico, estando por isso de acordo com os estudos que 
determinam a lipofilia e a existência de grupos aceitadores de pontes de hidrogénio como 
parâmetros fundamentais para a inibição da P-gp. Alguns dos estudos que identificaram 
outras moléculas como moduladores apresentam farmacóforos para as estruturas, mas a 
limitação do número e tipo de estruturas nos quais foram baseados, aliado ao facto de  
não  terem  sido  consideradas  estruturas  similares  descritas  em  estudos  semelhantes, 
impede a sua utilização no desenvolvimento de moduladores mais selectivos.
Torna-se premente, por isso, a definição de um farmacóforo que considere não apenas 
estas  estruturas  mas  todas  as  descritas  na  literatura,  por  forma  a  permitir  um 
desenvolvimento  de  moduladores  mais  activos,  selectivos  e  eficazes.  Os  moduladores 
assim obtidos poderiam ser utilizados clinicamente, em conjunto com os fármacos anti-
tumorais,  contribuindo  para  a  diminuição  ou  total  reversão  do  fenómeno  da  multi-
resistência.
2.2. Metodologia
2.2.1 Criação das bases de dados. Para a execução deste estudo, foram compiladas três 
bases  de  dados,  num total  de  272  compostos.  A  primeira,  designada por  Controlo,  é 
composta  por  152  moduladores  e  substratos  com  elevada  afinidade  para  a  P-gp, 
encontrando-se  organizada  em  doze  subgrupos,  divididas  com  base  nas  afinidades  e 
actividades  propostas  por  Wang  et  al.14 aos  quais  foram  adicionados  dois  subgrupos 
correspondendo aos terpenóides sifolanos31 e eufodendroidinas32, descritos na literatura 
como moduladores da multi-resistência. A segunda foi designada de Moduladores e inclui 
74 moléculas exclusivamente isoladas a partir de plantas da espécie Euphorbia. A terceira 
base de dados inclui 46 moléculas categorizadas como não-substratos e foi criada para 
validar a exactidão das detecções dos farmacóforos, sendo designada de Inactivos. Todos 
os  farmacóforos  foram  criados  com  recurso  ao  programa  Molecular  Operating  
Environment  (MOE  2009.10)33.  Para  cada  grupo  e  subgrupo,  foram  criados 
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individualmente farmacóforos que permitem a máxima detecção, através da utilização de 
duas  funções  disponíveis  no  programa  designadas  por  elucidação  farmacofórica e 
alinhamento flexível com consenso farmacofórico.  As moléculas integrantes da base de 
dados Inactivos não foram utilizadas no desenvolvimento dos farmacóforos mas somente 
no seu refinamento e validação.
2.2.2 Optimização molecular.  A estrutura de todos os compostos foi optimizada através 
de um processo de minimização energética com recurso ao campo de forças MMFF94x34,35, 
sendo definido um limite de 10⁻⁵ para o valor quadrático médio (RMS) da optimização. As 
cargas atómicas parciais foram atribuídas antes da mimização e as respectivas estruturas  
minimizadas foram inseridas na base de dados correspondente, em conjunto com o nome 
e actividade. O estado de protonação dos grupos amina foi também tido em consideração, 
tendo  sido  criadas  bases  de  dados  idênticas  às  anteriores  cuja  única  variação  foi  a 
protonação dos átomos de azoto.
2.2.3. Obtenção de farmacóforos
2.2.3.1.  Elucidação farmacofórica.  A identificação dos  possíveis  pontos  farmacofóricos 
existentes  foi  o  ponto  de  partida  para  a  realização  de  uma  sobreposição  inicial,  em 
detrimento de um alinhamento com base na estrutura. Este alinhamento foi realizado em 
cada uma das bases de dados através da formação de padrões farmacofóricos aleatórios 
de 3, 4 ou 5 pontos, classificando o número de moléculas detectada, a sobreposição dos 
pontos  e a  exactidão dos  padrões  formados.  Relativamente às  opções que definem o 
alinhamento, foram seleccionadas três características adicionais (átomos aceitadores e/ou 
dadores  de  pontes  de  hidrogénio  e  hidrofóbicos)  com  uma  tolerância  de  1,4  Å,  não 
modificando as restantes. Apenas o conjunto de pontos cuja percentagem de detecção 
tenha sido o mais elevado dentro de cada base de dados foi utilizado na determinação do 
farmacóforo final.
2.2.3.2. Alinhamento flexível com consenso farmacofórico.  Em cada base de dados, foi 
previamente  efectuada  uma sobreposição  espacial  por  forma a  determinar  a  posição 
relativa de grupos  similares  no espaço conformacional.  Este  alinhamento privilegiou  a 
natureza hidrofóbica da estrutura e a existência de grupos implicados no aumento da 
afinidade  da  molécula  para  com  o  transportador,  nomeadamente  aromáticos  (ARO), 
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aceitadores (ACC) e dadores (DON) de pontes de hidrogénio. O alinhamento foi definido 
pela similaridade de sobreposição mais elevada, sendo em seguida definidos valores de 
tolerância  (a  máxima  distância  permitida  para  que  dois  pontos  adjacentes  sejam 
considerados  vizinhos)  e  de  limites  mínimos  para  que  um  grupo  de  átomos  seja 
considerado um único ponto farmacofórico. Os pontos farmacofóricos identificados nos 
grupos que apresentaram um valor máximo de sobreposição foram também considerados 
no desenvolvimento do farmacóforo final.
2.3.  Validação  do  método  de  construção  do  farmacóforo.  No  decurso  do 
desenvolvimento  do  farmacóforo  proposto,  foi  efectuada  uma  avaliação  prévia  do 
farmacóforo publicado por Pearce et al.3 em 1989, e testados quatro novos farmacóforos 
derivados exclusivamente de moléculas integrantes da base de dados obtida a partir de 
informações existentes na literatura (Tabela 3). 
Tabela 3 – Percentagens de detecção para cada farmacóforo desenvolvido. N é o número 
de compostos em cada base de dados.
Base de Dados 
(N)
Análogos da 
Reserpina
Inibidores da 
PCC
Farmacóforo 
A 
Farmacóforo 
B 
Presente 
trabalho
Controlo (152) 42,1% 60,5% 90,8% 66,4% 84,2%
Moduladores (74) 29,7% 97,2% 95,9% 50,0% 100,0%
Inactivos (46) 8,6% 13,0% 39,1% 13,0% 19,5%
2.3.1. Construção do farmacóforo derivado dos análogos da reserpina. Este farmacóforo 
tem a sua base no originalmente proposto por Pearce  et al., tendo sido desenvolvido a 
partir de 7 análogos da reserpina e composto por dois domínios aromáticos e um átomo 
de  azoto  básico com propriedades ACC3.  A  percentagem de  detecção do farmacóforo 
original (2 domínios ARO – F1/F4 – e 1 domínio ACC – F3) é de apenas 26,3% no grupo 
Controlo (13,6% quando consideramos o estado de protonação do azoto a pH fisiológico) e 
4,0%  no  grupo  Moduladores.  A  identificação  de  uma característica  DON  adicional  no 
átomo  de  azoto  do  anel  aromático,  em  conjunto  com  a  adição  de  características 
hidrofóbicas  em  todos  os  pontos  à  excepção  de  F1  (Figura  7)  permitiu  a  correcta 
orientação espacial dos análogos e deu origem a um novo farmacóforo. O raio dos pontos 
varia de 1,0 a 1,9 Å e a máxima distância entre os dois pontos mais distantes é de 13,6 Å.  
Apesar de não detectar a maior parte das moléculas com actividade moduladora do grupo 
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Controlo,  foi  conseguido  um  aumento  na  percentagem  de  detecção  para  42.1%.  Um 
aumento menor foi também registado no grupo  Moduladores (29,7%) e a detecção de 
falsos-positivos  não  excedeu  os  8,6%  (Tabela  3).  A  baixa  percentagem de  detecções 
revelada por este farmacóforo apresenta-se como uma consequência directa da existência 
de dois domínios aromáticos, uma vez que muitos dos moduladores não contém qualquer 
anel, outros possuem apenas um ou, na existência de dois, estes não se situam à distância 
requerida para a detecção por este farmacóforo em particular. Um outro problema reside 
no facto de pontos definidos  no farmacóforo exibirem características múltiplas,  o que 
pode  introduzir  artefactos  no  processo  de  detecção,  pelo  que  o  próximo passo  foi  a 
definição de um farmacóforo com uma característica única em cada ponto. 
Com base no estudo de Ekins  et al. que verificou que domínios hidrofóbicos (HYD) são 
frequentemente  encontrados  em  diversos  farmacóforos  mas  que  apenas  um  dos 
detectados é identificado como aromático13 e no estudo de Garrigues et al. e Tawari et al., 
que desenvolveram farmacóforos com apenas uma característica aromática, definindo as 
restantes como simples HYD11,12 e,  por forma a aumentar a taxa de detecção anterior, 
foram desenvolvidos e testados  farmacóforos alternativos, derivados de moléculas de 
diferentes famílias farmacológicas, tendo como objectivo a comparação das suas taxas de 
detecção com o farmacóforo obtido anteriormente.
2.3.2. Construção do farmacóforo derivado dos inibidores da proteína Cinase C. Este foi 
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o  primeiro  dos  farmacóforos,  desenvolvidos  através  da  elucidação  farmacofórica,  que 
apresentou  uma  taxa  de  detecção  acima  de  95%  (97,2%)  no  grupo  Moduladores foi 
desenvolvido com base nos inibidores da proteína Cinase C (subgrupo 7 da Tabela I-A do 
Anexo I): o raio dos pontos não excede os 1,3 Å, a distância máxima entre os pontos mais  
afastados é inferior a 10 Å e apenas dois dos quatro pontos apresentam características 
múltiplas. Neste farmacóforo é possível identificar a prevalência de detecção de grupos 
carbonilo,  hidroxilo  ou  átomos  de  oxigénio  em  detrimento  de  grupos  amina,  mesmo 
quando estes se encontram presentes na molécula. Um facto interessante verifica-se na 
detecção do grupo nitro na molécula da dexniguldipina como centro hidrofóbico e não 
como grupo negativo, provavelmente devido à carga parcial positiva existente no átomo 
de azoto.
Comparativamente, a percentagem de detecção no grupo Controlo foi superior à obtida 
anteriormente (60,5%), não existindo variação significativa nos falsos-positivos (13,0%). 
Este aumento pode ser explicado com a redução do comprimento do eixo farmacofórico 
principal  de  13,5  para  8,1  Å.  Este  farmacóforo  permitiu  ainda  a  identificação  de 
propriedades hidrofóbicas e aromáticas como importantes no reconhecimento por parte 
do  transportador,  encontrando-se  de  acordo  com  o  aspirador  hidrofóbico,  modelo 
proposto para o funcionamento da P-gp36.
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Após  o  estudo  inicial  de  Pearce  et  al.,  a  definição  dos  requisitos  essenciais  para  o 
reconhecimento por parte da Glicoproteína-P foi complementada com o estudo de Suzuki 
et al., que propôs pela primeira vez uma distância mínima de 5,0 Å entre o ACC e o HYD 
mais próximo, complementado mais tarde por Seelig através da sua definição de unidades 
compostas por dois ou três grupos dadores de electrões a distâncias de 2,5 Å (Tipo I) ou 
4,6  Å  (Tipo  II)  para  os  grupos  mais  afastados6,7.   Tendo  os  respectivos  estudos  em 
consideração e o farmacóforo acima descrito, os resultados sugerem um aumento na taxa 
de detecção quando a distância máxima entre pontos se situa entre 8,0 e 10,0 Å. O facto 
acima descrito  permite  estabelecer  um parâmetro adicional,  onde a  distância  máxima 
entre o ACC e qualquer ponto não exceda 10 Å. No entanto, como apenas foi considerado 
um ACC e devido ao facto do grupo nitro ser detectado apesar da sua carga negativa, as 
unidades propostas por Seelig e o pressuposto de que a presença de grupos negativos 
podem  inibir  o  reconhecimento  por  parte  do  transportador  não  foram  passíveis  de 
validação.
Numa tentativa de explicar a variedade estrutural dos substratos, Pajeva  et al. efectuou 
um estudo onde foram identificados até seis possíveis grupos, na molécula de vinblastina, 
com características  favoráveis  para  a  interacção com a  P-gp.  Este  estudo incidiu  com 
especial  relevo nos grupos aceitadores e dadores de pontes de hidrogénio10 e estudos 
mais recentes do mesmo autor determinaram até nove pontos farmacofóricos possíveis, 
contendo no mínimo três centros hidrofóbicos e um número variável de ACC e DON20. 
Considerando os dois farmacóforos desenvolvidos no decorrer deste estudo, e assumindo 
que as interacções hidrofóbicas são mais importantes para o reconhecimento da molécula 
no DBS, o próximo passo consistiu no desenvolvimento de um farmacóforo com cinco 
pontos, procedendo à avaliação das suas taxas de detecção através da comparação com 
os  farmacóforos  anteriores,  visando  o  aumento  da  taxa  de  detecção  para  valores 
superiores aos registados.
2.3.3. Construção de Farmacóforos com base em compostos da literatura. Tendo como 
base o grupo Controlo, onde se encontram presentes moduladores como o tariquidar ou o 
OC144-093,  e  substratos  com  elevada  afinidade  para  a  P-gp  como  a  colchicina, 
daunorrubicina ou tenipósido, foram desenvolvidos dois farmacóforos distintos. A Figura 9 
apresenta o farmacóforo A (subgrupo S6 do  Anexo I) com três pontos hidrofóbicos, um 
29
Desenvolvimento do Farmacóforo
ACC/HYD e  um ARO/HYD,  definido através  da  utilização  das  técnicas  de  elucidação  e 
consenso farmacofórico.
O raio  dos  pontos  farmacofóricos  está  compreendido entre  1,4  e  1,8  Å  e  a  distância 
máxima entre pontos foi de 8,2 Å. A percentagem de detecção foi de 95,2% e 90,8% nos 
grupos  Moduladores e  Controlo respectivamente, uma das percentagens mais elevadas 
registadas.  Contudo,  foi  registada  uma  percentagem  de  39,1%  nos  falsos-positivos, 
evidenciando que a sobreposição de dois dos cinco pontos hidrofóbicos pode contribuir 
para a obtenção de um farmacóforo menos preciso. A definição de um domínio HYD no 
grupo ACC pode também incrementar a detecção de moléculas sem actividade.
Devido à baixa especificidade revelada pelo farmacóforo A, um consenso farmacofórico 
do subgrupo 5 (Anexo I) do grupo Controlo originou um farmacóforo B. Foram igualmente 
definidos cinco pontos farmacofóricos, dois ACC, dois HYD e um ARO/HYD.
A distância entre os dois grupos ACC é de 6,5 Å, ligeiramente superior ao valor da unidade 
Tipo II definida por Seelig, mantendo a distância entre o domínio ARO e os domínios ACC 
inferior aos 5,0 Å requiridos. A distância máxima entre todos os domínios é semelhante à 
registada  no  farmacóforo  A  (cerca  de  7,9  Å)  e  apenas  o  domínio  aromático  possui 
características múltiplas. O raio máximo dos pontos hidrofóbicos é de 1,6 Å, definindo-se 
os ACC com um raio de apenas 1,0 Å (Figura 10). Com este novo farmacóforo, as taxas de 
detecção nos grupo Controlo e  Moduladores sofreram uma redução para 66,4% e 50,0% 
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respectivamente, com apenas 13,0% de falsos-positivos.
Este decréscimo pode ser explicado pelo facto de em ambos os grupos a distância média 
entre  os  dois  ACC  exceder  os  7,0  Å.  Concomitantemente,  uma  grande  fracção  das 
moléculas do grupo Moduladores possui apenas um único grupo com características ACC. 
Apenas  a  presença  de  um  grupo  aceitador  adicional  à  distância  requerida  ou  a 
condensação de um grupo cuja distância seja superior ou inferior ao especificado com 
uma molécula contendo um maior número de grupos ACC (como a glucose), permite uma 
distância tal que activa a sua detecção por este farmacóforo em particular. Moléculas mais 
flexíveis,  como  os  latiranos24,26 ou  os  sifolanos31,  são  detectadas  numa  percentagem 
superior  a  99%  uma  vez  que  um  segundo  aceitador  de  pontes  de  hidrogénio  está 
localizado numa cadeia lateral flexível.
Um facto particularmente interessante reside nas conformações detectadas nas moléculas 
da vinblastina e vincristina. Nas moléculas neutras, os átomos de azoto constituem 100% 
dos  pontos  ACC  da  molécula  de  vincristina  mas  apenas  50%  nas  conformações  da 
vinblastina, em conjunto com átomos de oxigénio ou carbonilos. Após a protonação do 
azoto  a  pH  fisiológico,  apenas  a  vinblastina  é  susceptível  de  ser  detectada  pelo 
farmacóforo, maioritariamente devido aos átomos de oxigénio.
Após várias tentativas, o aumento da percentagem de detecção ou a redução do número 
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de moléculas inactivas detectadas não se demonstrou exequível a partir dos farmacóforos 
determinados. Uma nova abordagem foi por isso desenvolvida, recorrendo à criação de 
um farmacóforo a partir  de  moduladores  isolados a  partir  das  espécies  de  Euphorbia. 
Estes compostos possuem uma origem biossintética comum, sendo constituídos por um 
esqueleto de 20 carbonos (Esquema 2),  organizado num anel de ciclopentano fundido 
com um macrociclo contendo 12 membros (jatrofanos), 11 membros fundidos com um 
ciclopropano (latiranos) ou como sistemas tetracíclicos. Recentemente, foram igualmente 
isolados  triterpenóides  da  classe  dos  cucurbitanos27,  cujos  ensaios  demonstraram  ser 
também potentes moduladores do efluxo em linhas celulares multi-resistentes.
2.3.4.  Construção  do  Farmacóforo  com  base  nos  moduladores  isolados  do  género 
Euphorbia. Tendo por base os latiranos diterpénicos24 e de acordo com as informações 
obtidas  pelos  farmacóforos  anteriores,  nomeadamente a confirmação das  distâncias  e 
disposição espacial dos pontos farmacofóricos, foi possível o desenvolvimento de um novo 
farmacóforo definido por quatro características. 
O alinhamento das moléculas de esqueleto diterpénico, cuja variação no anel macrocíclico 
é  mínima,  revelou  a  presença  da  maioria  dos  pré-requisitos  anteriormente  definidos. 
Existem de acordo com o padrão estabelecido por Seelig, no mínimo, uma unidade Tipo I e 
múltiplas unidades Tipo II. A distância de 5,0 Å definida por Suzuki (entre os domínios ACC 
e  HYD/ARO)  pode  igualmente  ser  respeitada  neste  conjunto  de  moléculas.  A  posição 
espacial  final  dos  pontos  farmacofóricos  foi  optimizado  por  forma  a  obter  a  máxima 
percentagem de detecção dentro do subgrupo dos latiranos.
A partir deste farmacóforo, todos os pontos possuem apenas uma única característica. O 
raio do ACC é de 1,5 Å, enquanto os restantes HYD foram definidos com um raio de 1,4 Å.
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Esquema  2 -  Esqueleto  diterpénico  dos  latiranos  utilizados  no  desenvolvimento  do 
farmacóforo proposto.
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A distância entre o ponto aceitador de pontes de hidrogénio e o ponto mais próximo é de 
5,9 Å, a distância máxima entre pontos é de 9,1 Å e o ângulo entre os três domínios  
hidrofóbicos é de 57,6ᵒ (Esquema 3).  O facto do ponto aceitador não se encontrar no 
plano dos domínios hidrofóbicos revelou-se importante, pois o máximo de detecção foi  
alcançado com um ângulo  não superior  a  40  a  partir  do  qual  a  taxa  de detecção de 
inactivos aumenta. Apesar de existirem grupos ACC em número variável , um farmacóforo 
que respeite as unidades Tipo I ou II de Seelig não foi obtido e, no âmbito deste trabalho, 
a existência destas unidades não pode ser considerada como um pré-requisito essencial.
O  farmacóforo  desenvolvido  detectou  com  sucesso  a  totalidade  das  moléculas  que 
integram o grupo  Moduladores, 84,2% do grupo  Controlo e apenas 19,5% de moléculas 
inactivas (Tabela 3). Uma análise cuidada verificou a detecção efectiva das moléculas de 
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Esquema  3 -  Valores  dos  raios,  distâncias,  ângulos  e  ângulo  diedro  do  farmacóforo 
desenvolvido a partir do esqueleto latirano.
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maior  actividade presentes  no grupo  Controlo. Das  moléculas  que integram os  falsos-
negativos, 36,4% pertencem à família dos flavonóides (Gráfico 1 – subgrupo 4),  sendo 
constituídas por moléculas de tamanho relativamente pequeno, com um número reduzido 
de substituintes e sem grupos hidrofóbicos volumosos ligado à estrutura da cromona
Estes resultados encontram-se de acordo com estudos anteriores15,16,37,  corroborando o 
facto  de  que  os  flavonóides  e  estruturas  relacionadas,  à  excepção  dos  prenilados, 
interagem  com  um  local  adjacente  ao  local  de  ligação  do  ATP  comum  às  moléculas 
esteróides, e não por interacção directa com o DBS. Se este subgrupo em particular for 
ignorado, assistimos a um aumento da percentagem de detecção para 87,5%, uma das 
mais altas obtidas no presente trabalho.
A existência de um local de ligação comum para múltiplas estruturas no DBS é sugerido 
por diversos estudos10,12, maioritariamente devido ao tamanho da cavidade interna da P-
gp e da existência de vários pontos comuns a diversos modelos farmacofóricos12,38. Com 
base  no  farmacóforo  desenvolvido,  foi  efectuada  uma  pesquisa  das  diferentes 
conformações  permitidas  para  as  moléculas  vinblastina1,  latilagasceno  E26,  verapamil1, 
colchicina39 e  tariquidar40.  A  sobreposição  das  conformações  com  o  menor  desvio 
quadrático médio (RMSD) evidencia os pontos estruturais comuns, detectados por este 
farmacóforo  em  particular,  o  que  pode  ser  observado  na  Figura  11.  A  molécula  de 
colchicina, que possui as menores dimensões do conjunto, ocupa a área espacial definida 
pelo farmacóforo, enquanto que a vinblastina, o latilagasceno E, o verapamil e o tariquidar 
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Gráfico  1 -  Distribuição  das  percentagens  das  moléculas  não  detectadas  (informação 
adicional sobre os subgrupos incluído no Anexo I).
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possuem  cadeias  laterais  substituídas  que  se  projectam  a  partir  da  zona  de 
reconhecimento.
Esta sobreposição clarifica a  hipótese de apenas uma pequena parte  da molécula ser 
efectivamente  necessária  para  o  reconhecimento,  pelo  que  os  restantes  grupos 
contribuirão directamente para a afinidade através da formação de interacções adicionais. 
A molécula do tariquidar é a que apresenta um eixo maior, projectando-se cerca de 20 Å a 
partir  da  área  de  reconhecimento  através  de  uma  cadeia  lateral  flexível  com  anéis 
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Figura  11 -  Conformações  de  menor  desvio  quadrático  médio  detectadas  pelo  presente 
farmacóforo (em cima)  e diagrama esquemático da área de reconhecimento definida pelo 
farmacóforo.
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aromáticos e grupos ACC. Estes grupos podem estabelecer interacções hidrofóbicas ou 
pontes de hidrogénio com diferentes resíduos da proteína, um contributo importante para 
o aumento da afinidade.
Diversos estudos também consideram a existência de pontos dadores (aminas), grupos 
catiónicos  ou  aromáticos  como  características  fundamentais  para  a  modulação  da 
actividade da P-gp, pelo que a clarificação da importância do grupo aceitador definido por  
este farmacóforo foi efectuada através da substituição do aceitador por cada um destes 
pontos e à análise dos respectivos resultados.
A substituição do ponto aceitador por qualquer uma das características acima referidas 
traduz-se numa diminuição generalizada da percentagem de detecção em todos os grupos 
(Gráfico 2). No grupo Controlo, os resultados permanecem acima de 50% para os pontos 
dador e aromático, mas são bastante inferiores por intermédio da substituição por pontos 
catiónicos ou simultaneamente dador/aceitador.
Um outro ponto importante a clarificar é a implicação da introdução de um quinto ponto 
farmacofórico  na  percentagem  de  detecção,  uma  vez  que  os  resultados  obtidos  no 
decorrer deste estudo com farmacóforos de cinco pontos não permitem a avaliação do 
impacto  de  pontos  adicionais.  Seelig  propôs  a  existência  mínima de  dois  grupos  com 
capacidade  dadora  de  electrões6,  Penzoti  e  Neuhoff  propuseram  a  existência  de  um 
domínio aromático que estabeleça interacções π-π com resíduos de fenilalanina41,42, facto 
já referido anteriormente por Hait e Aftab4. Adicionalmente, Penzoti e Pajeva propuseram 
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Gráfico 2 - Impacto na percentagem de detecção com a modificação do ponto aceitador de 
pontes de hidrogénio por um dador, aromático, catiónico ou dador/aceitador.
Aceitador 
(Original)
Dador Aromático Catiónico Dador/ 
Aceitador
0
20
40
60
80
100 Controlo
Moduladores
Inactivos
D
et
ec
çã
o 
/ %
Desenvolvimento do Farmacóforo
a  existência  de  uma  grupo  dador  de  pontes  de  hidrogénio  por  forma  a  aumentar  a 
afinidade para com o transportador10,42.
Com base no farmacóforo  de  quatro  pontos  desenvolvido,  foram introduzidos  pontos 
farmacofóricos adicionais. Um anel aromático, um segundo aceitador, um dador ou um 
ponto  simultaneamente  dador  e  aceitador  de  pontes  de  hidrogénio.  As  posições 
farmacofóricas foram optimizadas de modo a que permitam a máxima percentagem de 
detecção. A adição do segundo aceitador obteve o melhor resultado a uma distância de 
7,5 Å do primeiro, e não obstante a detecção com sucesso de muitos dos moduladores 
mais activos, a taxa de detecção no grupo Controlo diminuiu para 55,4% (Gráfico 3).
A introdução de um grupo ARO junto do ponto aceitador, de acordo com o sugerido por  
Pajeva et al.19,  diminuiu a percentagem de detecção para 17,8%. O mesmo foi registado 
com a introdução de grupos DON ou ACC/DON propostos por outros estudos10,42,  com 
detecções  de  22,2% e  13,4% no grupo  Controlo,  respectivamente.  A adição do ponto 
ACC/DON não  permitiu  que  muitos  dos  moduladores  presentes  em  ambos  os  grupos 
fossem  detectados.  Contudo,  os  grupos  hidroxilo  detectados  como  aceitadores  no 
farmacóforo de quatro pontos proposto possuem características dadoras e aceitadoras 
em simultâneo. A adição do ponto DON, não obstante a grande diminuição nos resultados, 
consegue detectar um grande número de moléculas com marcada actividade moduladora. 
Este facto confirma a presença de grupos dadores ou aceitadores adicionais como não 
essenciais para o reconhecimento molecular mas, quando presentes na molécula, ajudam 
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Gráfico  3 -  Impacto  nas  percentagens  de  detecção  com  a  adição  de  um  quinto  ponto 
farmacofórico.
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a aumentar a afinidade para o transportador. Similarmente, a introdução de um grupo 
aromático reduziu o número de moléculas detectadas no grupo Controlo para 17,8% mas 
permitiu a identificação de moduladores como o tariquidar, OC144-093 ou LY335979. Os 
resultados obtidos demonstram que, à semelhança dos pontos descritos anteriormente, 
também um domínio aromático é um factor importante para o aumento da afinidade da 
molécula  no  local  de  ligação,  por  interacções  π-π,  electrostáticas  ou  por  indução  da 
formação de dipolos. Finalmente, a adição de um ponto catiónico baixa a percentagem de 
detecção para 6,3%, não identificando qualquer molécula no grupo Moduladores.
O estado de protonação das moléculas foi igualmente sujeito a análise, devido ao facto de 
existirem grupos amina secundários e terciários cujo pKa favorece a sua protonação a pH 
fisiológico. Não foram observadas alterações significativas nas percentagens de detecção, 
apenas  elevando  ligeiramente  o  número  de  moléculas  detectadas  no  grupo  Controlo 
quando é definido um grupo dador no padrão farmacofórico.
Curiosamente, e no caso particular do verapamil (Figura 12), verifica-se que a detecção 
pelos  farmacóforos  contendo  domínios  aceitadores  e  catiónicos  ocorre  em  zonas 
diferentes da molécula. Este facto parece suportar alguns dados que referem a capacidade 
do DBS detectar formas neutras e protonadas da mesma molécula e, consequentemente, 
com diferentes afinidades e em diferentes zonas do DBS.
2.3.5.  Screening Virtual. Um  dos  métodos  que  permite  a  avaliação  do  potencial  do 
farmacóforo desenvolvido é a sua aplicação através de métodos de screening virtual para 
a  identificação de novas moléculas com potencial  actividade moduladora.  Esta técnica 
permite  a  análise  rápida  in  silico de  uma  ou  várias  bases  de  dados  pré-existentes, 
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permitindo a identificação de compostos,  moléculas ou fragmentos que possam servir 
como base inicial (“scaffold”) na construção de novas moléculas com maior actividade43,44. 
Os  resultados  de  screening efectuados  na  base  de  dados  disponibilizada  pelo  MOE 
2009.10 encontram-se descritos na Tabela 4. 
Tabela 4 – Percentagens de detecção, pelo farmacóforo desenvolvido, de novas moléculas 
na base de dados MOE 2009.10. N é o número de compostos total da base de dados.
Farmacóforo 4pts 4pts+Acc 4pts+Aro 4pts+Don 4pts+Acc/Don
MOE Database 
(N=152064) 11,9% 5,5% 0,9% 3,0% 0,2%
Na  Figura  13 encontram-se  representadas  algumas  das  moléculas  identificadas  que 
podem ser utilizadas como scaffold para o desenvolvimento de novos inibidores.
O farmacóforo testado detecta 11,9% das 152.000 moléculas testadas, o que corresponde 
a mais de 18.000 estruturas. A utilização dos restantes farmacóforos revela um padrão 
semelhante  ao  observado  anteriormente,  sendo  a  segunda  maior  percentagem  de 
detecção obtida pelo farmacóforo com um ACC adicional (5,5%), seguido pelo DON (3,0%) 
e  pelo  ARO  (0,9%).  Considerando  a  percentagem  de  falsos  positivos   durante  o 
desenvolvimento do farmacóforo,  estima-se  que aproximadamente 3500 moléculas  do 
total detectado não possuam actividade. 
2.4.  Discussão  dos  Resultados. O  presente  estudo  foi  realizado  com  o  objectivo  de 
desenvolver  um  farmacóforo  optimizado  para  a  detecção  de  moduladores  da 
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Figura  13 -  Estruturas detectadas através da técnica de  screening virtual com recurso ao 
farmacóforo desenvolvido, e correspondente RMSD.
RMSD = 0.1426 RMSD = 0.3968 RMSD = 0.3247
RMSD = 0.3842 RMSD = 0.3023
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Glicoproteína-P,  passível  de  ser  utilizado como ferramenta  de trabalho que permita  a 
descoberta  e  desenvolvimento  de  novos  moduladores  da  multi-resistência  ou  para  o 
aumento da selectividade dos compostos existentes, contribuindo desta forma para uma 
melhor  compreensão do mecanismo de  efluxo.  Através  da  utilização de uma base de 
dados contendo 272 moléculas, foi criado um farmacóforo que obteve com sucesso taxas 
de detecção elevadas em compostos com actividade moduladora da P-gp, uma proteína 
de efluxo pertencente ao grupo dos  transportadores ABC.  As  moléculas  encontram-se 
organizadas em três grupos diferentes (Controlo,  Moduladores e  Inactivos), identificadas 
de acordo com a actividade demonstrada, pelo que os resultados alcançados corroboram 
a importância de um núcleo hidrofóbico como requisito fundamental para a interacção 
com  o  DBS.  Estes  dados  são  concordantes  com  um  estudo  recente  que  elucidou  a 
estrutura cristalográfica da P-gp murina, onde foram identificados resíduos hidrofóbicos 
de valina e fenilalanina em zonas centrais do DBS, partilhados por três zonas distintas de 
reconhecimento38. 
A  presença  de  grupos  aceitadores  de  pontes  de  hidrogénio  é  igualmente  crítico, 
permitindo uma melhoria na afinidade através do aumento do número de interacções 
com resíduos como a  histidina,  arginina ou serina.  A  presença de um anel  aromático 
também contribui para o aumento da afinidade para o DBS, nomeadamente através de 
interacções π-π, electrostáticas ou por formação de dipolos com fenilalaninas ou tirosinas. 
O estudo de Aller  et al. refere a existência de ambos os tipos de resíduos no interior da 
cavidade central  da P-gp,  com um maior predomínio hidrofóbico na zona superior em 
contraste com os mais polares da zona inferior, alguns potencialmente carregados38.  A 
análise desta informação corrobora as conclusões do nosso estudo em como o principal 
modo  de  interacção  da  moléculas  com  o  DBS  é  predominantemente  de  carácter 
hidrofóbico,  tendo  os  grupos  aromáticos,  dadores  e  aceitadores  responsabilidade  no 
aumento da afinidade que algumas moléculas apresentam.
O farmacóforo proposto é composto por três domínios hidrofóbicos e um aceitador de 
pontes de hidrogénio e foi desenvolvido com base em informações obtidas de estudos 
anteriores  e  validado  através  de  farmacóforos  descritos  na  literatura,  possuindo  no 
entanto um maior espectro de detecção de moléculas com propriedades moduladoras da 
actividade  da  P-gp.  Permite  a  detecção  de  100%  das  moléculas  presentes  no  grupo 
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Moduladores (isoladas e descritas em estudos anteriores deste grupo de investigação) 
mas também de 84,2% dos moduladores descritos na literatura, possuindo no entanto a 
especificidade adequada para evitar a detecção de moléculas desprovidas de actividade. 
Um estudo recente identificou, através de tecnologias envolvendo campos de interacção 
moleculares,  apenas  zonas  hidrofóbicas  e  um  único  grupo  aceitador  de  pontes  de 
hidrogénio  como  características  essenciais  ao  reconhecimento  por  parte  da  P-gp,  um 
resultado similar ao observado e que permite a validação das informações apresentadas 
por este trabalho. No entanto, não considerou a influência do estado de protonação das 
moléculas nem utilizou os moduladores isolados das espécies  Euphorbia no decurso do 
estudo45.
A introdução de um quinto ponto farmacofórico reduz a percentagem de detecção em 
todos os grupos, sendo o melhor resultado obtido com a adição de um segundo ACC. No 
entanto, é importante referir que a maior parte dos moduladores são detectados com 
sucesso  em  todos  os  farmacóforos  de  cinco  pontos  (com  excepção  do  farmacóforo 
contendo um ponto dador/aceitador), o que realça a importância da existência de grupos 
aromáticos e dadores no aumento da afinidade das moléculas para com a P-gp.
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Simulação computacional da Glicoproteína­P
3.1. Introdução. O estudo das proteínas transmembranares, nas quais a P-gp se encontra 
integrada, reveste-se de grande importância devido às funções fisiológicas em que estas 
participam. Constituindo 30% dos genes conhecidos1, são  consideradas alvos terapêuticos 
desejáveis  para  os  quais  podem  ser  desenvolvidos  novos  compostos  com  interesse 
farmacológico. Nesta classe encontram-se incluídos receptores, canais iónicos, enzimas ou 
transportadores, num total de 298 mapeadas desde 19852,3. Este é um número bastante 
escasso considerando as mais de 74.000 existentes4, principalmente devido à dificuldade 
na  obtenção  de  cristais  deste  tipo  de  estruturas.  Adicionalmente,  a  sua  utilização 
experimental  enfrenta grandes limitações, nomeadamente a necessidade deste tipo de 
proteínas se encontrarem inseridas em membranas celulares ou vesículas sintéticas por 
forma  a  manterem  a  sua  actividade5,6.  Perante  este  facto,  a  utilização  de  modelos 
computacionais para a simulação destes componentes permite a melhor compreensão de 
alguns dos dados obtidos através dos procedimentos experimentais. Em relação à P-gp, 
um modelo computacional pode ser utilizado para esclarecer várias interrogações sobre a 
estabilidade da estrutura, os locais de ligação dos substratos e moduladores, modelos de 
translocação  e  a  própria  interacção  com  a  membrana.  Contudo,  existem  algumas 
condicionantes  a  considerar  na  construção  destes  tipos  de  modelos  informáticos.  A 
estrutura  da  proteína  é  uma das  primeiras  questões  a  considerar  devido ao  facto  da  
qualidade da estrutura secundária da proteína depender da resolução a partir do qual foi  
obtida.  Estudos  concluíram que  a  qualidade das  estruturas  e,  consequentemente,  das 
simulações  é  superior  quando  estas  são  obtidas  por  métodos  cristalográficos, 
correlacionando-se  directamente  com  a  resolução  do  cristal  a  partir  do  qual  foram 
obtidas7,8.  A  resolução  dos  modelos  obtidos  por  homologia  encontra-se  entre  a  dos 
modelos  cristalográficos  e  dos  de  microscopia  electrónica,  apresentando  no  entanto 
problemas devido ao facto  da mutação específica  nos  resíduos  da sequência  primária 
poder  introduzir  erros  na  estrutura  secundária  da  proteína.  Por  este  motivo,  vários 
modelos  de  homologia  da  P-gp  foram  apresentados  nos  últimos  anos,  baseados  nos 
transportadores bacterianos Sav18669, BtuCD10 e MsbA11, sendo que a maioria não provou 
a sua adequabilidade como modelo para este transportador12.
A  qualidade  e  validade  do  modelo  computacional  encontra-se  também  directamente 
relacionado com o campo de forças utilizado na simulação. Designa-se por “campo de 
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forças” (force-field) o conjunto das funções energéticas e dos parâmetros responsáveis 
pela parametrização empírica das interacções ligantes e não-ligantes entre os átomos do 
sistema, através do cálculo numérico das leis da mecânica clássica13. A energia do sistema 
):
 =
1
2∑i=1
N pi
2
mi
+ϕ . (1)
O primeiro termo da equação relaciona o momentum (pi) e a massa (mi) da partícula para 
calcular  a  sua  energia  cinética,  enquanto  que  o  segundo  (φ)  corresponde  à  energia 
conformacional  (potencial),  podendo  ser  subdividido  em  duas  contribuições 
independentes,
ϕ=∑
inter
ϕ inter+∑
intra
ϕintra . (2)
As  interacções  ligantes  (φintra)  seriam  constituídas  pelas  energias  referentes  às 
contribuições de diferentes membros de acordo com o somatório
ϕ intra= ∑
ligações
ϕ i(r)+ ∑
ângulos
ϕa(θ)+∑
torções
ϕd (Φ)+ ∑
diedros impróprios
ϕp(χ)+… , (3)
onde se incluem as deformações dos comprimentos de ligação e ângulos, torções e saídas 
do plano (diedros impróprios). Já as interacções não ligantes (φinter) são representadas por
ϕ inter=∑
elec
ϕelectrostático+∑
ind
ϕindutivo+∑
disp
ϕdispersivo+ ∑
c. alcançe
ϕcurto alcance , (4)
Nesta equação, é frequente apenas o cálculo dos dois primeiros membros da equação. A 
utilização da Lei de Coulomb e das interacções de van der Waals, através do potencial de  
Lennard-Jones14,15, dá então origem à equação
ϕ inter=∑
i< j
qi q j
4 πε0 r ij
+4 εij [(σijr ij )
12
−(σ ijr ij )
6] . (5)
Torna-se assim possível o cálculo da energia e o cálculo das forças exercidas sobre cada 
partícula e consequentemente, a partir das suas coordenadas cartesianas e da  energia 
potencial, determinar o movimento de cada uma. No entanto, este tipo de simulações 
encontra-se limitadas pela utilização de aproximações empíricas para o cálculo das forças,  
não sendo possível a reprodução de efeitos quânticos como a formação ou quebra de 
ligações13.
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Cada  molécula  presente  no  sistema  possui  uma  parametrização  própria,  contendo 
parâmetros para a massa, carga atómica parcial e valores ideais para os comprimentos de 
ligação,  ângulos  e  torções.  Estes  dados  são  obtidos  a  partir  de  dados  experimentais  
(estruturas moleculares, constantes de força, propriedades dinâmicas e/ou estruturais) ou 
cálculos quânticos (semi-empíricos ou ab initio). Podem ainda ser definidos parâmetros 
adicionais  como  diedros  impróprios  quando  presentes,  por  exemplo,  estruturas 
aromáticas ou insaturadas. As ligações podem ser calculadas mantendo o comprimento de 
ligação fixo através de algoritmos como o SHAKE16 e o LINCS17,18 ou, a serem permitidas 
oscilações, frequentemente através da utilização de um potencial harmónico. Este tipo de 
potencial é de igual modo aplicado aos ângulos e diedros impróprios, sendo os ângulos  
diedros  calculados  através  de  uma  série  de  Fourier  em  co-senos.  Os  parâmetros  de 
Lennard-Jones,  independentes  do  tipo  de  átomo,  são  transferíveis  entre  diferentes 
moléculas sendo apenas necessário a definição do valor numérico no raio de corte (cut-
off) a utilizar, mas a carga parcial depende dos átomos aos quais este se encontra ligado, 
pelo  que  necessitam de  ser  calculadas  a priori19.  Estas  cargas  são  depois  tratadas  no 
decorrer  da  simulação  através  da  utilização  de  algoritmos  como  o  PME20,21 para  as 
interacções electrostáticas a longa distância, especificando um valor para o raio de corte 
no tratamento das interacções de curto alcance.
A escolha do campo de forças depende do sistema a simular, tendo em consideração as  
estruturas  biológicas,  os  átomos  existentes  no  sistema,  as  propriedades  a  estudar  e, 
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simulações  de  proteínas  e  ácidos  nucleicos.  Alternativamente,  e  quando  existem 
limitações na capacidade de cálculo, os campos de força “united-atom” (Figura 14-B) são 
uma alternativa a ter em conta. Os hidrogénios encontram-se condensados no átomo de 
carbono ao qual se encontram ligados formando unidades funcionais  indivisíveis, sendo o 
exemplo  mais  representativo  o  campo  de  forças  GROMOS30-34.  Alguns  átomos  de 
hidrogénio não podem ser condensados, como os existentes nos grupos álcool (-OH) ou 
amina (-NHx),  pois as interacções destes grupos com as moléculas de solvente ou com 
outros  átomos  não  polares  é  diferente,  condicionando  a  estabilidade  da  estrutura 
secundária da proteína30.  Por este motivo, as versões mais recentes destes campos de 
forças também não procedem à condensação dos hidrogénios aromáticos, sendo apenas 
aplicável aos alifáticos34. Mais recentemente, surgiu uma nova abordagem cuja inovação 
passa por juntar diversos grupos de átomos numa única unidade, conferindo um aspecto 
descontínuo ao sistema e designando-se de “coarse-grained”, de que é exemplo o campo 
de forças MARTINI (Figura 14-C)35.
No caso da P-gp, e apesar de todos os campos de forças se encontrarem validados para a 
simulação de proteínas  e ácidos  nucleicos em fase aquosa,  por  esta se tratar  de uma 
proteína de membrana a simulação deve obrigatoriamente incluir uma membrana lipídica 
e, consequentemente, a parametrização para as moléculas do(s) fosfolípido(s) utilizados, 
algo  para  o  qual  apenas  o  CHARMM  possui  parametrização  original36.  Nos  restantes 
campos  de  forças,  sobretudo  nos  OPLS-AA  e  GROMOS,  existem  parametrizações 
adicionais  que  é  possível  adicionar  ao  sistema,  permitindo  a  utilização  deste  tipo  de 
moléculas.  Um dos primeiros estudos a utilizar  com sucesso lípidos em simulações de 
dinâmica  molecular  foi  realizado por  Berger  et  al.37 com o  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DPPC) com recurso a simulações desenvolvidas a partir de moléculas de 
pentadecano. Estas simulações permitiram a correcta reprodução da densidade e calor de 
vaporização,  obtendo-se uma área por lípido (AL)  próxima do valor  experimental.  Este 
lípido  foi  amplamente utilizado em simulações  de dinâmica  molecular,  embora alguns 
estudos mais recentes indiquem que algumas das propriedades não são reproduzidas com 
suficiente  exactidão,  quando  as  mesmas  são  comparadas  com  os  resultados 
experimentais38,39. Na tentativa de corrigir algumas destas propriedades, foram efectuados 
estudos posteriores que apresentaram parametrizações alternativas visando a reprodução 
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correcta  de  parâmetros  com  a  AL40,  VL41,42,  propriedades  na  fase  fluida38,43-45 e 
solvatação34,44,45.
Com  este  trabalho,  pretende-se  construir  uma  simulação  computacional  a  partir  da 
estrutura  cristalográfica  murina  e  recolher  novos  dados  que  permitam  avaliar  a 
estabilidade estrutural e a importância da região de ligação em falta, obtendo no final 
uma estrutura estável  que possa ser  utilizada em estudos posteriores de homologia e 
docking. Devido à importância do ambiente hidrofóbico para a estabilização da estrutura e 
actividade deste transportador,  o sistema computacional  inclui  uma membrana,  tendo 
sido considerados diversos fosfolípidos e diferentes parametrizações por forma a avaliar 
propriedades como AL, VL, fluidez das cadeias hidrofóbicas dos fosfolípidos, espessura da 
membrana e densidades parciais do sistema. Este estudo prévio permitiu a avaliação do 
tipo de lípido mais adequado para a estabilização da estrutura secundária da proteína, por  
forma  a  obter  simulações  precisas  que  reproduzam  fielmente  o  comportamento  da 
Glicoproteína-P.
3.2. Metodologia
3.2.1 Estruturas iniciais e software. A estrutura da P-gp foi obtida através do Protein Data  
Bank (www.rcsb.org)4 pela  identificação  do  respectivo  código  (3G5U).  As  membranas 
lipídicas, previamente equilibradas para utilização no campo de forças GROMOS96 53a6, 
foram  obtidas  a  partir  da  página  web  mantida  por  D.  Peter  Tieleman 
(http://moose.bio.ucalgary.ca).  No  corrente  estudo  foram  avaliadas  e  utilizadas 
membranas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)37, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)37 e 1-
palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina  (POPC)37,45.  A  manipulação  da  estrutura  proteica, 
protonação  e  construção  da  região  omissa  foi  efectuada  no  Molecular  Operating  
Environment (MOE 2009.10)46,  a  construção de  membranas  e  simulações  de  dinâmica 
molecular  foram realizadas no GROMACS47-49.  Nas fases iniciais  do presente estudo foi 
também utilizado o InflateGRO50 para a inserção da proteína em membranas e o GridMAT-
MD51 para o cálculo da área por lípido (AL) dos sistemas membranares. O programa de 
visualização molecular VMD52 foi utilizado para permitir a inspecção visual das estruturas. 
3.2.2. Parâmetros das simulações. Comum às simulações de equilibração e produção foi a 
aplicação  de  condições  de  fronteira  periódica  (PBC)  e  dos  algoritmos  PME20,21 no 
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tratamento das  interacções  electrostáticas  a  longa distância  e  LINCS17 na  restrição  do 
comprimento das ligações (SETTLE53 para as moléculas de água). Por forma a termostatizar 
a temperatura de um modo uniforme em todo o sistema, no início de cada simulação 
foram  efectuadas  corridas  de  equilibração  (NVT)  nas  quais  foi  utilizado  o  algoritmo 
Velocity-rescale (V-rescale)54, mantendo fixas as posições espaciais dos átomos proteicos. 
As corridas finais  de equilibração e de produção decorreram a temperatura e pressão 
constante  (NPT),  variáveis  controladas  através  da  aplicação  dos  termostato  de  Nosé-
Hoover55,56 e baróstato de Parrinello-Rahman57,58.  O raio de corte das interacções de van 
der Waals e electrostáticas é idêntico (1,2 nm) e a compressibilidade do sistema encontra-
se definido como 4,5x10⁻⁵ bar. Na presença de membranas, a equilibração da pressão é 
efectuada  através  da  aplicação  de  pressão semi-isotrópica,  permitindo  a  variação  dos 
valores nos eixos XY de forma independente da registada no eixo dos Z.
3.2.3. Construção dos sistemas membranares. A partir das membranas iniciais, contendo 
64 lípidos em cada camada, foram construídas membranas de 512 fosfolípidos (256 por  
camada) com recurso ao módulo genconf do GROMACS.  Cada membrana (DMPC, DPPC e 
POPC)  foi  parametrizada de acordo com três  campos de força distintos  baseados nos 
estudos descritos por Berger et al.37, Kukol42 e Poger et al.44,45 e equilibrada através de uma 
corrida  NVT de  100  picossegundos  (ps)  à  temperatura  de  313  K,  323  K  e  303  K 
respectivamente. As temperaturas foram seleccionadas por forma a manter os lípidos na 
fase fluida. A fase final da equilibração foi efectuada através da aplicação de pressão semi-
isotrópica  durante  5  nanossegundos  (ns).  As  propriedades  finais  do  sistema  foram 
avaliadas  através  da  determinação  de  parâmetros  como  a  AL,  volume por  lípido  (VL), 
fluidez  das  cadeias  hidrofóbicas,  espessura  da  membrana  e  densidades  parciais  do 
sistema. Através do método acima descrito, foi também construída uma membrana de 
POPC para o campo de forças CHARMM27. A parametrização deste lípido encontra-se 
disponível no campo de forças que integra as versões 4.5.x. do GROMACS.
3.2.4.  Inserção  inicial  da  proteína  na  membrana.  A  estrutura  cristalográfica 
correctamente protonada foi inserida em membranas previamente equilibradas de acordo 
com o método descrito por Kandt et al.50 e o sistema foi neutralizado através da adição de 
um número adequado de iões cloreto. Após as equilibrações iniciais de temperatura, foi  
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permitido o ajuste dos lípidos, do solvente e dos iões em torno da proteína através da 
restrição  espacial  dos  átomos  da  mesma.  De  seguida  foi  realizada  uma  corrida  de 
produção não restringida com a duração de 20 ns. A estabilidade da estrutura final foi 
avaliada visualmente e por intermédio do cálculo da energia total do sistema.
3.2.5.  Construção  da  sequência  de  ligação.  A  estrutura  secundária  da  sequência  de 
ligação foi calculada com recurso a programas de predição estruturais como o NetSurfP59, 
APSSP260,  PROF61 ou  CFSSP62.  Após  a  determinação  da  estrutura  provável,  esta  foi 
construída  no  MOE  2009.10  com  recurso  ao  módulo  Protein  Builder.  A  estrutura 
resultante foi protonada e equilibrada em solvente implícito durante 100 ps a 300 K no 
MOE 2009.10, restringindo a distância entre os terminais NH3+ e COO⁻ de acordo com a 
distância  presente  na  estrutura  cristalográfica.  A  estrutura  equilibrada  foi  então 
convertida para o formato utilizado pelo GROMACS, solvatada e neutralizada através da 
adição  de  um  ião  cloreto.  A  estabilidade  da  estrutura  secundária  foi  testada  por 
intermédio  de  8  simulações,  mantendo  apenas  constante  a  restrição  na  distância 
NH3⁺/COO⁻ por forma a permitir  o livre movimento dos restantes resíduos.  Durante o 
processo de equilibração de temperatura, foram introduzidas modificações pontuais em 
cada uma das simulações, para  que casa uma das estruturas partisse de pontos diferentes 
no  espaço  fásico.  A  temperatura  foi  controlada  através  do  algoritmo  V-rescale,  com 
excepção da simulação 5 onde foi testado o termostato desenvolvido por Berendsen63. A 
temperatura de referência foi de 313 K, com excepção das simulações 1 e 3 onde foram 
testadas temperaturas de 323 K e 303 K, respectivamente. Na simulação 4 foi efectuado 
um  aumento  gradual  da  temperatura  através  da  utilização  do  algoritmo  simulated  
annealing64. A variação do tamanho do raio de corte das interacções electrostáticas e de 
van der Waals foi igualmente testada nas simulações 6, 7 e 8. Os parâmetros da simulação 
2  não  sofreram  alteração,  pelo  que  foram  considerados  como  referência  e  termo  de 
comparação. A corrida de produção subsequente ocorreu em condições idênticas para 
todas  as  simulações  e  utilizou  o  termostato  de  Nosé-Hoover  para  a  manutenção  da 
temperatura a 313 K e o baróstato de Parrinello-Rahman para o controle da pressão a 1 
bar. As estruturas finais foram avaliadas através da análise da energia do sistema e do  
número de resíduos em posição proibida do gráfico de Ramachandran65.
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3.2.6.  Adição  e  equilibração  da  sequência  na  proteína. As  estruturas  secundárias 
resultantes de quatro das simulações anteriores (2, 4, 5 e 7) foram inseridos na proteína, 
convertida para o formato GROMOS87 por forma a obter os ficheiros de topologia. Após a 
conversão foi inserida numa membrana de DMPC composta por 400 lípidos, solvatada e 
neutralizada electricamente pela adição de 26 iões cloreto. Por forma a equilibrar apenas 
a  secção  adicionada,  a  posição  cartesiana  dos  restantes  átomos  foi  restringida  com 
excepção dos três aminoácidos imediatamente adjacentes. A equilibração da temperatura 
foi  efectuada durante  os  primeiros  50 ps,  seguida  por  uma corrida  de produção com 
aplicação de pressão semi-isotrópica durante 20 ns. Os resultados foram avaliados através 
da observação da evolução das energias total e potencial do sistema e das interacções de 
Lennard-Jones a curta distância entre lípidos e proteína. Após uma avaliação visual  da 
estrutura  final,  a  simulação  seleccionada  foi  inserida  em membranas  constituídas  por 
diferentes lípidos com recurso ao módulo  g_membed66,  disponível  na versão 4.5.3.  do 
GROMACS. 
3.2.7. Condições das corridas de produção. As simulações de produção foram efectuadas 
na  íntegra  com recurso  ao  GROMACS,  versões  4.5.3.  e  4.5.4..  Após  a  equilibração de 
temperatura durante 100 ps em condições NVT, foi efectuada uma simulação NPT durante 
3 ns com restrição espacial dos átomos da proteína, após a qual se realizou a simulação 
não-restringida mantendo as mesmas condições durante 100 ns. No final, foram avaliados 
todos  os  parâmetros  referentes  à  estabilidade  da  estrutura  proteica  (energias,  desvio 
quadrático médio – RMSD, raio de giração – GYR, flutuação quadrática média -  RMSF, área 
acessível pelo solvente - SAS e pontes de hidrogénio - HB) e da membrana (energias, AL, VL, 
parâmetros de ordem de deutério, fluidez das caudas dos lípidos e densidades parciais do 
sistema)
3.3. Resultados das simulações de Dinâmica Molecular
3.3.1. Simulação inicial da proteína. Um dos passos iniciais consistiu na realização de uma 
simulação  computacional  da  proteína  a  partir  dos  dados  cristalográficos,  por  forma a 
avaliar a estabilidade da estrutura per si. A protonação da sequência com recurso ao MOE 
2009.1046 forneceu a indicação de que os resíduos que compõem o DBS se encontram 
maioritariamente  na  sua  forma  neutra,  à  excepção  do  Glu871  (carboxilato)  na  parte 
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terminal do TMD10. O mesmo programa permitiu a identificação de 122 resíduos em zona 
proibida no gráfico de Ramachandran65 (Gráfico 4-A),  diminuindo para 23 (Gráfico 4-B) 
após  as  corridas de equilibração (NVT de 100 ps e  NPT de  10 ns),  o  que revela uma 
progressão  dos  resíduos  para  posições  favoravelmente  mais  energéticas,  tendo  como 
consequência directa o aumento da estabilidade da estrutura.
A estabilização estrutural é também observável através da evolução do RMSD, existindo 
um desvio considerável  quando comparado com a estrutura inicial,  adquirindo alguma 
estabilidade a partir dos 2 ns da simulação (Gráfico 5). O raio de giração, pelo contrário, 
não apresenta  variações  significativas  (Gráfico  5),  o  que demonstra  que as  alterações 
principais  não  afectam  directamente  a  estrutura  secundária  mas  sim  a  organização 
tridimensional, nomeadamente em algumas hélices transmembranares ao nível do núcleo 
hidrofóbico  da  membrana  e  nas  hélices  laterais  dos  NBD.  Estas  alterações  são 
acompanhadas  por  um  afastamento  progressivo  entre  as  unidades,  aumentando  de 
aproximadamente 30 para 37,5 Å no final.
Estes dados estão de acordo com o esperado, tendo em conta a função da proteína em 
questão.  Diversos  estudos  demonstraram  que  o  processo  de  efluxo  ocorre  devido  a 
alterações conformacionais induzidas pela ligação do substrato e do ATP67,68, pelo que uma 
elevada flexibilidade estrutural  apresenta-se como um requisito essencial.  Na presente 
simulação, foi observada uma organização dos resíduos hidrofóbicos presentes no interior 
do DBS, por forma a evitarem o ambiente polar criado pela entrada de moléculas de água 
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para o interior do mesmo. Não é observável a passagem de moléculas de água para o 
exterior devido à formação de uma barreira constituída maioritariamente pelas cadeias 
laterais de resíduos de fenilalanina (71, 332, 724, 728, 953 e 974) e tirosina (949). No  
entanto, este facto carece de validação posterior através da execução de simulações mais 
longas que permitam esclarecer o papel desta barreira no mecanismo de acção.
Devido ao facto de vários estudos acentuarem a importância da sequência de ligação 
entre as cadeias cristalográficas iniciais69,70 e da presença de uma membrana na qual a 
proteína esteja inserida6,71-73, a ausência de ambas pode explicar os resultados observados 
e as alterações estruturais ocorridas.
3.3.2. Inserção da proteína em DMPC e posterior avaliação.  Pelo exposto no parágrafo 
anterior e por forma a avaliar o comportamento da proteína cristalográfica na presença de 
uma membrana, procedeu-se à construção e validação de três sistemas computacionais 
contendo  membranas  de  DMPC  com  diferentes  parametrizações  para  as  moléculas 
lipídicas. As parametrizações foram obtidas a partir de estudos conduzidos por Berger et  
al.37,  Kukol42 e  Poger  et  al.44,45 e  utilizadas por forma a avaliar  o  efeito dos  diferentes 
parâmetros na estabilidade da estrutura do transportador (Tabela 5).
O  ângulo  normalmente  formado  entre  os  domínios  transmembranares  e  o  plano  da 
membrana tem um valor de 4o74, existindo um desvio para valores superiores a 15o no final 
das  corridas  de  produção,  de duração de 30 ns  (Figura  15).  A  alteração registada no 
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Gráfico  5 -  Desvio  quadrático  médio  (RMSD)  e  raio  de  giração (GYR)  da  simulação  da 
proteína cristalográfica em água.
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ângulo  de  inserção  pode  ser  explicada  pelas  contribuições  da  espessura  e  fluidez  da 
membrana e pela ausência da sequência de ligação.
Tabela 5 – Comparação das propriedades no final das corridas de produção das diferentes 
membranas de 512 lípidos (AL: área por lípido; VL: volume por lípido).
Parâmetros Berger (FF1) Kukol (FF2) Poger (FF3) Experimental
DMPC
Densidade (kg.m³) 1020,23 989,52 1013,79 n.d.
AL (nm²) 0,609 0,617 0,605 0,606 77
VL (nm³) 1,056 0,000 1,068 1,101 77
Espessura (nm) 3,48 3,55 3,52 3,53 77
DPPC
Densidade (kg.m³) 1009,19 977,24 995,15 n.d.
AL (nm²) 0,610 0,620 0,607 0,631 75
VL (nm³) 1,179 1,240 1,195 1,229  75
Espessura (nm) 3,80 3,86 3,75 3,80 75
POPC
Densidade (kg.m³) 1022,54 993,89 1016,88 n.d.
AL (nm²) 0,599 0,694 0,649 0,683 75
VL (nm³) 1,197 1,246 1,207 1,223 76
Espessura (nm) 3,93 3,49 3,72 3,70 75
No que concerne ao primeiro caso, o valor da espessura do núcleo hidrofóbico da P-gp é  
de 3,18 ± 0,12 nm74. O mesmo parâmetro apresenta um valor médio de apenas 2,85 ± 0,06 
nm  na  membrana  de  DMPC,  sendo  esta  diferença  designada  por  desfasamento  
hidrofóbico78 (hydrophobic mismatch).
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Figura 15 - Representações finais das corridas de produção (30 ns) em DMPC e respectivo 
ângulo de inclinação da proteína (A - Berger et al.; B - Kukol; C - Poger et al.).
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A discrepância de valores existente entre as zonas hidrofóbicas da P-gp e da bicamada 
provoca  a  inclinação  da  proteína  para  o  interior  mais  hidrofóbico,  o  que  cria  uma 
alteração  no  empacotamento  das  hélices  transmembranares  e,  consequentemente, 
provoca uma alteração na organização estrutural bem como na distância entre os NBD. 
Simulações adicionais com membranas de DPPC e POPC evidenciaram, por sua vez, uma 
espessura do núcleo hidrofóbico que ronda em média os 3,19 ± 0,04 nm e 3,27 ± 0,03 nm, 
respectivamente. Com a inserção da proteína em membranas constituídas por este tipo de 
lípidos não são discerníveis alterações significativas nos ângulos formados entre os TMD e 
o  plano  da  membrana.  No  decurso  destas  simulações  foi  ainda  observado  que  as 
moléculas de POPC com a parametrização descrita por Kukol originam uma membrana de 
espessura total (3,49 nm) e núcleo hidrofóbico (2,86 nm) bastante inferior aos resultados 
experimentais, invalidando deste modo a sua utilização em simulações posteriores.
Após  a  inserção  da  proteína  numa  membrana  de  DMPC,  o  RMSD  (Gráfico  6)  e  GYR 
(Gráfico 7) apresentam alterações em relação à simulação da proteína feita apenas em 
solução. A simulação inicial  (Gráfico 5)  apresenta uma variação mais rápida no RMSD, 
atingindo valores semelhantes ao registados por volta dos 2 ns. No sistema membranar, a 
variação inicial  é  semelhante mas o crescimento de intensidade diminui  de um modo 
consistente a partir do primeiro nanossegundo, estabilizando a partir dos 10 ns (Berger et  
al.  e Poger et al.) ou 18ns (Kukol) até final. 
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Os dados sugerem que, após um momento inicial em que os lípidos se ajustam em redor  
da proteína, a membrana contribui de forma efectiva para a estabilização da estrutura  
secundária, informação cuja evolução do GYR parece corroborar (Gráfico 7), embora não 
seja suficiente para a total estabilização devido ao desfasamento hidrofóbico.
Com a substituição do DMPC por POPC, verificamos a existência de uma relação directa 
entre o aumento da espessura da membrana e a estabilização mais eficiente da estrutura,  
observável no RMSD e GYR dos gráficos anteriores. Se considerarmos que a composição 
das membranas das células eucariotas, que contém uma maior percentagem de lípidos 
insaturados em detrimento dos de cadeia saturada79, e tendo em conta as temperaturas 
de transição de fase gel-fluida do DPPC e POPC  (315 K80 e 270 K81 respectivamente), o 
facto das  simulações de membranas de POPC ocorrerem abaixo da temperatura corporal  
média (309 K) apresenta-se como uma vantagem adicional. Pelo contrário, a utilização de 
temperaturas superiores (323 K) nos sistemas membranares de DPPC podem introduzir 
alterações estruturais irreversíveis decorrentes da temperatura (desnaturação), facto pelo 
qual o POPC apresenta características mais adequadas para a sua utilização em simulações 
subsequentes.
A fluidez das cadeias hidrofóbicas, medida pela orientação relativa dos grupos metileno 
em relação à normal da membrana82 (parâmetros de deutério), é outro dos parâmetros 
passíveis de análise. Os resultados demonstram que em todas as simulações as cadeias 
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alifáticas se encontram desordenadas (Gráfico 8), sendo claramente perceptível entre a 
cadeia de palmitoil (sn1) e oleoil (sn2) devido à presença da dupla ligação. As diferenças 
registadas na área (AL) e volume por lípido (VL) não são significativas, obtendo-se com a 
parametrização desenvolvida por Poger et al. um valor de 0,709 nm² para o AL e 1,211 nm³ 
para o VL, bastante próximos dos valores experimentais. 
Após a análise das  contribuições dos  fosfolípidos,  há que considerar  de igual  modo o 
efeito da ausência da sequência de ligação (segmento intermédio ausente na estrutura 
cristalográfica), devido ao carácter essencial que apresenta no transporte e estimulação 
pelos substratos69,70,72. A sua substituição por uma sequência de diferente tamanho ou cuja 
estrutura  secundária  tenha  sido  prevista  não  parece  afectar  a  actividade.  Contudo,  a 
substituição  por  uma  sequência  rígida  (uma  hélice)  impede  a  correcta  expressão  da 
proteína  à  superfície  das  células69,  implicando  também  esta  zona  da  molécula  como 
importante no tráfego intracelular. Importa, por isso, avaliar quais as modificações que 
ocorrem  a  nível  estrutural  com  a  adição  da  sequência  omissa,  o  que  implica  a  sua 
construção e inserção na proteína cristalográfica.
3.3.3. Construção e equilibração do segmento intermédio.  O segmento intermédio foi 
construído com recurso a programas de predição da estrutura secundária de proteínas. Os 
resultados obtidos através de vários testes é consistente e indica a existência de uma 
pequena  hélice  na  porção  inicial  do  segmento  sendo  o  restante  constituído  por  uma 
cadeia  linear.  Uma  análise  mais  profunda  da  sequência  disponibilizada  pela 
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Gráfico  8 -  Perfis  dos  parâmetros  de  deutério,  indicadores  da  organização das cadeias 
hidrofóbicas, acompanhados dos respectivos valores experimentais.
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PredictProtein.org83 (através  do site  www.predictprotein.org)  revela que 89,47% forma 
uma espiral  ('coil')  desorganizada com a probabilidade de 10.53% para a formação de 
outras  estruturas  (hélices  alfa  ou  folhas  beta).  87,72%  dos  segmentos  encontram-se 
expostos,  ocorrendo  também  a  identificação  de  sequências  favoráveis  a  interacções 
proteína-proteína (Met-Leu-Asp, Arg-Ser e Lys-Ser-Ile). Um facto interessante decorre da 
previsão  da  existência  de  uma  sequência  de  ligação  a  nucleótidos,  composta  pelos 
aminoácidos Arg-Ser-Thr-Arg-Lys na zona mediana do segmento intermédio.
A partir da estrutura construída no MOE 2009.10, uma equilibração prévia em solvente 
implícito revela que o comprimento da hélice inicialmente prevista diminui, abrangendo 
apenas  os  aminoácidos  13-22,  privilegiando  a  existência  de  estruturas  lineares  em 
detrimento de outras hélices ou folhas beta. Estes resultados são suportados pelo estudo 
 
A análise da energia total dos sistemas contendo apenas o segmento intermédio revela  
que as energias mais baixas foram obtidas nas simulações 4, 6 e 8 (Gráfico 9).
A observação visual da evolução das estruturas confirmou que a hélice prevista tende a 
manter-se relativamente estável, ocorrendo também em todas as simulações a formação 
de  uma volta  (loop)  na  extremidade  superior  do  segmento  (Figura  17).  Em relação à 
estrutura  secundária,  o  gráfico  de  Ramachandran  indica  a  ausência  de  outliers nas 
simulações 4 e 8 e um número reduzido nas simulações 2, 5 e 6. Contudo, o facto do 
segmento  não  se  encontrar  inserido  na  estrutura  final  pode  conduzir  à  obtenção  de 
conformações erróneas devido à não-existência de interacções proteína-proteína com a 
restante estrutura ou proteína-lípido entre a porção superior do segmento, situada junto 
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da interface inferior da membrana.
A  influência  da  restante  estrutura  proteica  e  da  membrana  lipídica  foi  sujeita  a 
investigação através da inserção dos segmentos resultantes das simulações 2, 4, 5 e 7 na 
P-gp para posterior equilibração na presença de uma membrana de DMPC.
Os  segmentos  definidos  anteriormente  foram  introduzidos  na  estrutura  cristalográfica 
original e a estrutura resultante foi inserida na membrana com recurso ao InflateGRO50. Os 
resultados da equilibração encontram-se representados nos  Gráficos 10 e  11. A análise 
visual  dos  segmentos  permitiu  identificar  a  posição do  loop superior  numa zona bem 
definida, formando uma ansa posicionada à entrada da cavidade interna e próximo da 
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Gráfico 9 - Energias médias das corridas de equilibração do segmento intermédio.
Figura 17 - Estruturas secundárias após a corrida de equilibração das simulações 2, 4, 5 e 7.
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interface inferior da membrana (meio intracelular), restringindo o acesso ao DBS a partir 
do citoplasma e invalidando deste modo o modelo do poro membranar.
A hélice do segmento inferior tende a mostrar uma maior heterogeneidade, formando 
duas hélices pequenas (Figura 18-4) ou uma mais curta com um segmento arqueado que 
interage com o NBD oposto (Figura 18-5).
Os dados obtidos através destas simulações evidenciaram a elevada mobilidade descrita 
para o segmento intermédio. No entanto, foi possível obter uma organização secundária 
provável para a avaliação da sua importância na estabilidade estrutural da P-gp.
3.3.4. Avaliação e equilibração da estrutura total. A posterior inserção da estrutura total 
em  diferentes  membranas  (DMPC,  DPPC  e  POPC)  e  em  diferentes  solventes  (água  e 
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Gráfico 11 - Evolução do GYR dos segmentos.
Gráfico 10 - Evolução do RMSD dos segmentos.
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tetracloreto de carbono) revelou que o transportador tende a manter a integridade da sua 
estrutura secundária relativamente inalterada, existindo no entanto alterações específicas 
e pontuais relacionadas intimamente com as condições das diversas simulações.
Em ambiente polar, e não obstante do RMSD alcançar valores semelhantes aos obtidos 
anteriormente (Gráfico 12), é possível verificar a existência de comportamentos distintos 
no GYR (Gráfico 13) correspondendo a uma ligeira desorganização nos NBD e pequeno 
decréscimo na distância entre ambos, em contraste com a maior desorganização dos TMD 
e  expansão  lateral  da  proteína  registada  em  tetracloreto  de  carbono.  Este  último 
resultado não era expectável tendo em conta o ambiente hidrofóbico em que os TMD se 
66
Figura  18 -  Estrutura  secundária  final  após  a  corrida  de  equilibração  do  segmento 
intermédio.
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encontram, mas demonstra a importância da presença da membrana e da tensão que 
exerce  na  estrutura,  contribuindo  para  a  integridade  aquando  das  alterações 
conformacionais. 
Pode  também  indiciar  uma  elevada  mobilidade  das  hélices,  pois  não  obstante  do 
permanente contacto com a membrana, estudos sugerem a possibilidade destas rodarem 
sobre o seu eixo como forma a alternar a afinidade do DBS67 entre estados de baixa e 
elevada afinidade85.  A  comparação entre  estes resultados sugere que as  moléculas  de 
água existentes no interior da cavidade interna da proteína podem, em conjunto com os 
lípidos da membrana, ser determinantes para a estabilização da estrutura secundária.
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Gráfico 12 - Desvio quadrático médio das simulações contendo a proteína total, destinadas a 
avaliar a influência do segmento intermédio.
Gráfico 13 - Raio de giração das simulações contendo a proteína total, destinadas a avaliar a 
influência do segmento intermédio.
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A inserção da proteína em membranas de DMPC, DPPC e POPC forneceram resultados 
semelhantes  aos  anteriores,  com  o  campo  de  forças  desenvolvido  por  Poger  et  al. a 
demonstrar  melhores  resultados  na  variação  do RMSD (Gráfico  12)  e  raio  de  giração 
(Gráfico 13), com valores inferiores aos restantes. Similarmente, as diferenças registadas 
podem ser explicadas pelo maior desfasamento hidrofóbico existente na membrana de 
DMPC e na temperatura mais elevada utilizada pelo DPPC. É observável um incremento 
de 5,16% espessura da membrana de DMPC o que provoca uma curvatura da membrana 
com consequente alteração da posição do NBD2. Já no DPPC, o aumento da espessura 
chega  aos  8,17%,  sendo  observáveis  alterações  mais  significativas  em  ambos  os  NBD 
devido  à  contracção lateral  na  estrutura  proteica.  A  diferença  reside  no facto  de,  na 
presença  da  sequência  intermédia,  o  desfasamento  hidrofóbico  ser  integralmente 
compensado pela expansão da membrana no eixo do Z (normal à bicamada), não sendo 
observada qualquer alteração no ângulo de inserção da proteína.  A interpretação dos 
dados recolhidos elucida as funções do segmento intermédio e da membrana na estrutura 
e função da P-gp. A existência deste segmento intermédio permite uma estabilização mais 
eficaz da porção citosólica da P-gp, provavelmente por intermédio da formação de pontes 
de hidrogénio ou interacções dipolo-dipolo entre resíduos de cargas opostas. Por sua vez, 
a estabilidade conformacional das hélices transmembranares encontra-se directamente 
relacionada com a existência de uma membrana e a composição na qual  se encontra 
inserida.
No decorrer da avaliação das diferentes parametrizações, alguns resultados sugeriram a 
utilização de um campo de forças diferente ao GROMOS por forma a avaliar a influência 
do  próprio  campo  na  qualidade  da  simulação.  Pelo  facto  do  CHARMM  possuir 
parametrização base para o POPC, foi criado um sistema a partir do campo CHARMM27 
(FF4),  disponível  a  partir  da  versão  4.5.x.  do  GROMACS.  A  Tabela  6 resume  as 
propriedades da membrana de POPC com a parametrização CHARMM27.
Tabela 6 – Propriedades finais da membrana lipídica com a parametrização CHARMM27 
(FF4).
Parâmetros Densidade (kg.m³) AL (nm²) VL (nm³) Espessura (nm)
POPC 1021,41 0,729 847,76 3,33
Experimental n.d. 0,683 38 1,223 39 3,70 38 
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Os valores obtidos para as propriedades da membrana com este novo campo de forças 
possuem desvios consideráveis em relação aos valores experimentais (Tabela 6). Também 
nos parâmetros de deutério para as cadeia de oleoílo (sn2) e  palmitoílo (sn1) apresentam 
um  perfil  bastante  distinto,  mesmo  quando  comparadas  com  os  campos  de  forças 
utilizados no GROMOS96 (Gráfico 14)
A diferença dos perfis de deutério do campo FF4 em relação ao outro campo e aos valores 
experimentais pode ser explicada pelo facto do campo de forças CHARMM27 utilizar co-
senos simples na parametrização dos ângulos diedros86, através da equação
ϕd=k n[1+cos(nϕ−δ)]  (6)
onde kn representa a constante de força do ângulo diedro, n a multiplicidade da função, φ 
o valor  do ângulo  diedro  e  δ  representa  a  mudança de fase.  Foi  demonstrado que a 
aplicação  desta  forma  não  reproduz  correctamente  o  comportamento  das  caudas 
hidrofóbicas  dos  fosfolípidos.  Outros  campos  de  forças  como  o  GROMOS9632 ou  o 
AMBER9987 presentes no GROMACS utilizam uma série de Fourier em co-senos designada 
por função de Ryckaert-Bellemans16, através da equação
ϕd=∑
ϕ=0
ϕ≤5
kn cos
ϕ(ψ)  (7)
em que ψ se relaciona com φ através da expressão ψ = φ – 180o e que permite a obtenção 
de resultados mais próximos dos parâmetros experimentais.
Os  resultados  confirmam  o  campo  de  forças  GROMOS96  em  conjunto  com  a 
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Gráfico  14 -  Perfis  dos  parâmetros  de  deutério,  indicadores  da  organização das cadeias 
hidrofóbicas, acompanhados dos respectivos valores experimentais.
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parametrização desenvolvida por Poger et al. como os mais adequados para executar uma 
corrida de produção com este transportador. No entanto, por forma a avaliar a influência 
do campo de forças na qualidade da simulação da estrutura proteica, uma simulação de 
maior duração foi igualmente realizada com o campo de forças CHARMM27.
3.3.5. Análise das corridas de produção. Foram efectuadas duas simulações, utilizando os 
campos de forças GROMOS96 em conjunto com a parametrização de Poger  et al. e  o 
CHARMM27, adiante designadas como simulações P1 e C1. Em ambas as simulações, a 
proteína  foi  inserida  numa  membrana  de  POPC  previamente  equilibrada,  solvatada  e 
neutralizada electricamente, sendo efectuado posteriormente um ciclo de minimização de 
energia (EM)  e equilibração a  NVT  de 100 ps. Por forma a permitir  a equilibração das 
moléculas de solvente e dos lípidos em redor da proteína, foi efectuada em seguida uma 
corrida NPT de 5 nanossegundos na qual os átomos da estrutura proteica permaneceram 
restringidos às posições iniciais.  As primeiras corridas de produção realizaram-se como 
uma extensão das corridas NPT de equilibração, removendo a restrição espacial e durante 
um intervalo de tempo considerado suficiente para a obtenção de dados que permitissem 
a validação da estabilidade estrutural num intervalo de tempo mais alargado (a duração 
máxima de cada corrida de produção foi estabelecida como 100 ns).
A análise do RMSD (Gráfico 15) revela que ambas as simulações apresentam uma variação 
inicial semelhante, sendo identificáveis duas zonas de crescimento distintas.  
A primeira ocorre nos primeiros picossegundos da simulação e corresponde ao primeiro 
ajuste das cadeias laterais após a remoção da restrição na posição dos átomos, enquanto 
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Gráfico 15 - RMSD das simulações P1 e C1.
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que  a  segunda  ocorre  durante  os  10  ns  iniciais,  com  um  ajuste  das  cadeias  e 
correspondente estrutura secundária à tensão exercida pela membrana.A partir dos 70 ns,  
a  simulação P1 apresenta um maior  índice de variação enquanto que a simulação C1 
permanece  relativamente  estável,  implicando  que  o  campo  de  forças  utilizado  na  C1 
consegue estabilizar de um modo mais eficiente a estrutura secundária da proteína. A 
evolução do GYR (Gráfico 16) não apresenta, no entanto, diferenças significativas entre 
ambas as simulações, sendo os valores finais obtidos nos 10 ns iniciais.
A análise dos gráficos anteriores revela a importância da escolha correcta do campo de 
forças  a  utilizar.  O  comportamento  evidenciado  pela  simulação  P1  deriva  da  baixa 
resolução da estrutura cristalográfica utilizada (3,8 Å), sendo por isso necessário um maior 
refinamento  da  estrutura  ou  um  ciclo  de  equilibração  mais  longo.  A  observação  das 
estruturas finais (Figura 19-A), do número de resíduos em zona proibida (Figura 19-B) e 
das energias de contacto finais (Figura 19-C) demonstra que o campo FF4, utilizado na 
simulação C1,  se  encontra parametrizado de um modo mais  eficiente  para permitir  a 
melhor  estabilização  da  estrutura  secundária  da  proteína,  embora  não  se  revele  tão 
adequado para a simulação de membranas (como demonstrado anteriormente).
Por forma a determinar com maior exactidão a influência da resolução cristalográfica nas 
simulações,  foi  desenvolvido  um  novo  protocolo  de  equilibração  que  consiste  na 
progressiva diminuição da restrição das posições espaciais dos átomos da proteína através 
de simulações sucessivas de 500 ps em condições NPT. 
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Gráfico 16 - GYR das simulações P1 e C1.
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O  protocolo  inicia-se  através  da  aplicação  da  restrição  apenas  na  cadeia  principal 
(mainchain), permitindo a equilibração da cadeia lateral, seguindo-se a restrição apenas 
da  sequência  principal  (backbone -  átomos  de  carbono e  azoto)  e  terminando com a 
72
Figura 19 - Estruturas finais (A), resíduos em zona proibida no gráfico de Ramachandran final 
(B) e energias de contacto finais (C) para as simulações P1 (esquerda) e C1 (direita).
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restrição  dos  carbonos  α (c-alpha)  antes  da  simulação não  restringida.  As  simulações 
anteriores  foram  então  repetidas  de  acordo  com  este  método,  designando-se  por 
simulações P2 e C2). Apesar dos valores obtidos para o RMSD serem semelhantes ao das 
simulações  P1  e  C1,  a  estabilização  da  estrutura  adquire  maior  significado  nos 
nanossegundos  iniciais,  ocorrendo  no  restante  tempo  um  aumento  progressivo  mas 
menos  significativo  quando comparado com as  simulações  em cujo  protocolo  não foi  
aplicado (Gráfico 17).
No entanto, a observação visual de ambas as estruturas finais revelam ter ocorrido uma 
menor distorção na resultante da simulação P2. A amostragem da estrutura P2 a diversos  
tempos (Gráfico 18) revela que a estrutura passou por estados de profunda alteração do 
seu arranjo tridimensional.
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Gráfico 17 - RMSD para as simulações P2 e C2.
Gráfico 18 - GYR para as simulações P2 e C2.
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O número de resíduos em zonas proibidas do gráfico de Ramachandran permanece mais 
reduzido na simulação C2 (apenas 4 resíduos), sendo o número de resíduos outlier da P2 
comparável aos registados na P1 (Figura 20).
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Figura 20 - Estruturas finais (A), resíduos em zona proibida do gráfico de Ramachandran final 
(B) e energias de contacto finais (C) para as simulações P2 (esquerda) e C2 (direita).
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As  alterações  observadas  no  NBD2  na  simulação  C2,  pelo  contrário,  evidenciam  a 
existência de alterações estruturais que culminaram com uma maior distorção na zona do 
NBD2.  Considerando  todos  os  dados  anteriores,  e  tendo  em  mente  os  estudos  que 
implicam de forma activa o segmento intermédio nos processos de transporte celular e  
mecanismo  de  acção,  é  imperativo  perceber  de  que  modo  ocorre  a  estabilização 
estrutural dos domínios de ligação aos nucleótidos.
Uma análise mais cuidada da evolução da simulação P2 permitiu a identificação de duas 
superfícies de contacto entre o segmento (“linker”) e o NBD2. A primeira, designada de 
CS1, situa-se junto do motivo Walker-A, na zona de acção do Loop-A que delimita o local 
de  ligação  do  ATP.  Esta  superfície  é  formada  pelos  aminoácidos  Asn613/Asp616  do 
segmento  e  Ser1035/Gly1037  do  NBD2,  envolvendo  frequentemente  o  aminoácido 
His1196. A segunda foi designada de CS2 e encontra-se localizada na extremidade oposta, 
sendo  constituída  pela  sequência  Arg628/Lys634  do  segmento  e  pelas  sequências  de 
aminoácidos Leu1140-GLy1143,  Glu1165-Ser1168 e Leu1170-Glu1175,  apesar  de serem 
registados contactos também com os aminoácidos Glu1083 e Glu1138.  Comum a todas as  
quatro simulações é a existência de um ponto de contacto localizado junto da interface 
membranar (Cys637/Glu219). Na simulação P2 (Gráfico 19) ocorre a formação de pontes 
de  hidrogénio  estáveis  em  ambas  as  superfícies,  sendo  ainda  registados  contactos 
adicionais  entre  os  resíduos  Asp616/Ser1035  (CS1),  Lys634/Asp1088  e  Lys634/Val1133 
(CS2), pelo que se verifica uma distorção da estrutura bastante menor quando comparada 
com a estrutura resultante da simulação C2. 
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Gráfico 19 - Variação da distância mínima entre os aminoácidos envolvidos na formação de 
pontes de hidrogénio 'linker'/NBD, na simulação P2.
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Imagens  detalhadas  que  ilustram  as  pontes  de  hidrogénio  formadas  em  ambas  as 
superfícies de contacto podem ser encontradas na secção II-2-D do Anexo II. 
Na  simulação  C2  existe  a  formação  de  pontes  de  hidrogénio  entre  os  resíduos 
Asp616/Ser1035  e  a  tríade  Asp613/Arg628/Glu1165,  o  que  corresponde  à  primeira 
superfície. Na zona de contacto CS2 não é discernível qualquer ponte de hidrogénio entre 
resíduos (Gráfico 20), embora seja registado um contacto bastante estável entre as cadeia 
laterais dos aminoácidos Arg630/Glu1083. As imagens das pontes de hidrogénio formadas 
podem ser encontradas na secção II-2-E do Anexo II.
Similarmente, a análise da simulação P1 (Secção II-2-B do Anexo II) demonstra a formação 
de pontes de hidrogénio na zona de contacto CS1 (Asp613/His1196 e Asp616/Ser1036),  
não sendo discerníveis a formação das pontes de hidrogénio identificadas na simulação 
anterior.  Como alternativa,  e  após a  análise  visual  da estrutura final,  é  identificável  a 
formação  de  uma  superfície  de  contacto  alternativa  (designada  por  CS2')  entre  os 
aminoácidos Asn603/Gly1143/Asp1171 e Glu604/Gly1142), com a manutenção do ponto 
de contacto entre a Cys637/Glu219. A menor distorção desta estrutura em comparação 
com a simulação C2 implica directamente a formação das pontes de hidrogénio em ambas 
as superfícies como um requisito importante na estabilização efectiva dos NBD. De igual 
modo, a simulação C1 (secção II-2-C do Anexo II) apresenta dados concordantes com os 
anteriores, embora as superfícies de contacto não se encontrem definidas como nos casos 
anteriores.  Neste  último  caso,  a  matriz  de  pontes  de  hidrogénio  da  superfície  CS1 
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Gráfico 20 - Variação da distância mínima entre os aminoácidos envolvidos na formação de 
pontes de hidrogénio 'linker'/NBD, na simulação C2.
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encontra-se aumentada com a formação de pontes de hidrogénio desde o contacto entre 
Lys607/Leu1170/Glu1175 até ao Asn614/His1196, ocorrendo a partir dos 80 ns contactos 
adicionais entre o aminoácido Glu611 e a tríade Thr1167/Ser1168/Arg1197. 
Os  resultados  descritos  são  também observáveis  na  evolução da  flutuação quadrática 
média (RMSF) das estruturas com e sem segmento intermédio (Gráfico 21). A ausência do 
linker origina  oscilações  de  maior  amplitude  na  estrutura  proteica,  concentradas 
sobretudo no NBD1 mas também no NBD2.
A adição da respectiva sequência permite uma maior estabilização da estrutura ao nível 
dos NBD1 e NBD2, com a maior parte da flutuação sendo transferida dos NBD para os 
resíduos que constituem o segmento intermédio.  A análise do RMSF permite também 
verificar a elevada estabilidade dos domínios citosólicos da P-gp e a baixa flutuação dos 
TMD, prova inequívoca do efeito da presença da membrana na estabilização das hélices 
transmembranares. Estes resultados demonstram também a necessidade da inserção do 
linker na estrutura, servindo como ponto de apoio fulcral  e permitindo uma influência 
recíproca  e  dinâmica  entre  os  dois  domínios  que,  na  sua  ausência,  se  encontrariam 
demasiado afastados para uma interacção eficaz.
A observação do elevado RMSD pode induzir erroneamente a percepção de que existe um 
elevado  desvio  da  estrutura  em  relação  às  coordenadas  iniciais.  No  entanto,  se  o 
fraccionarmos pelos diferentes componentes que lhe dão origem (Gráfico 22) verificamos 
que o segmento intermédio possui uma contribuição de 25 a 30% para o valor total em 
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Gráfico 21 - Comparação dos RMSF dos resíduos para as diferentes simulações.
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ambas as simulações (valores para as restantes disponíveis no Anexo II). Os segmentos de 
ligação entre o TMD6-NBD1 (Coil1) e TMD12-NBD2 (Coil2) contribuem igualmente com 10 
a 15% do valor. A única diferença marcada verifica-se no comportamento do segmento de 
ligação Coil2, cujos valores na C2  são inferiores, comparáveis aos TMD.
Os dados permitem a observação de que os segmentos transmembranares cujo desvio é 
menor em relação à estrutura inicial são os TMD 1, 3, 7, 9 e 12 na simulação P2, não se  
observando diferenças significativas entre os diversos segmentos na C2. Já os TMD 5, 8, 10 
e 11, que diversos estudos indicam como fazendo parte do DBS88 e o TMD 6, implicado no 
processo  de  alteração  conformacional  em  conjunto  com  o  TMD  1212,89,  apresentam 
desvios  semelhantes,  indiciando  movimentos  coordenados  entre  as  hélices 
transmembranares em resposta a um estímulo ou a uma perturbação do sistema.
Outro dado interessante prende-se com a evolução da estrutura secundária da proteína 
ao  longo  do  tempo,  sendo  observados  resultados  bastante  distintos  em  ambas  as 
simulações. O Gráfico 23 apresenta a evolução global da estrutura secundária, resultado 
do somatório entre o número de resíduos que participam na formação de hélices α, folhas 
e pontes β e ansas (loops).
A  variação  na  simulação  P2  pode  ser  explicada  pela  passagem  de  alguns  segmentos 
helicoidais para a conformação desenrolada, sobretudo nos TMD 6 e 12 e no segmento 
intermédio com pouca variação na evolução das restantes estruturas. É discernível  um 
ponto  de inflexão aos 40 ns de simulação, com a estabilização dos valores até ao final.
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Gráfico 22 - RMSD dos diferentes componentes da P-gp na simulação P2.
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A simulação C2, pelo contrário, apresenta um padrão oposto, ocorrendo uma evolução 
progressiva no sentido de formação de hélices, mais estáveis e favorecidas pelo campo de 
forças utilizado, o que demonstra de forma inequívoca as diferenças entre o GROMOS96 e 
o CHARMM27 e comprova os resultados obtidos anteriormente sobre a influência dos 
campos de força utilizados na estabilidade da estrutura secundária. 
A  análise  das  simulações  em ambos  os  campos  de  força  revela  uma outra  diferença, 
relacionada com o posicionamento da membrana em relação à estrutura proteica. Através 
do cálculo da densidade dos diferentes componentes do sistema (Gráfico 24),  e tendo 
como referência a posição semelhante da proteína em ambos os sistemas, é observável  
um desvio na posição da membrana de cerca de 1,6 Å na interface interna e 1,0 Å na 
interface externa, devido à alteração na espessura da membrana durante as simulações.
A distribuição dos iões cloreto na simulação revela também uma maior acumulação destes 
junto da face interna da membrana, indiciando a prevalência de aminoácidos com carga 
positiva nessa localização específica,  ao invés da sua distribuição uniforme por toda a 
caixa de simulação. 
O efeito que o protocolo de equilibração tem na estabilidade da simulação pode também 
ser avaliado através do cálculo da área acessível pelo solvente (SAS). A análise do gráfico 
da variação global da SAS nas simulações P1 e P2 não revela diferenças significativas em 
relação aos valores finais, existindo no entanto uma maior área exposta ao solvente nos 
primeiros  10  ns  da  simulação  P2  (Gráfico  25),  com  igual  contribuição  dos  resíduos 
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Gráfico 23 - Evolução da organização da estrutura secundária ao longo do tempo, para as 
simulações P2 e C2.
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hidrofílicos e hidrofóbicos.
Nas simulações C1 e C2, a variação inicial é menos acentuada, existindo no entanto uma 
maior  redução  na  SAS  com  a  aplicação  do  protocolo  de  minimização  energética  na 
simulação C2. Este comportamento é distinto das simulações anteriores, porque enquanto 
que na simulação P2 a minimização aumentou a área da proteína exposta ao solvente, na 
C2  a  minimização  não  provocou  alterações  significativas  na  área  exposta  inicial,  mas 
permitiu uma diminuição da área exposta no final da simulação, fornecendo indicações de 
uma maior compactação da estrutura final (Gráfico 26). 
A inversão visível a partir dos 27 ns entre as simulações C1 e C2 ( resulta da formação 
estável de pontes de hidrogénio na superfície de contacto CS1, nomeadamente entre os 
resíduos  Asp616  e  os  resíduos  de  Ser1035/1036  e  Gly1037  (Gráfico  20),  reduzindo  a 
exposição  ao  solvente  dos  resíduos  envolvidos.Com  o  decorrer  da  simulação,  o 
afastamento das hélices exteriores no NBD2 e a não existência de pontes de hidrogénio na 
superfície  CS2  (Gráfico  20)  contribui  para  a  inversão  desta  tendência  e, 
concomitantemente, para a menor diferença registada entre as simulações a partir dos 70  
ns até ao final.  Na simulação C1, a maior parte dos pontos de contacto encontram-se 
estabelecidos desde os 20 ns, pelo que a contribuição de pontes de hidrogénio adicionais 
formadas  no  decorrer  da  simulação  vai  contribuir  para  uma  maior  estabilização  da 
estrutura, contribuindo para a pouca variação entre os valores iniciais e finais registados 
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Gráfico 24 - Densidades dos diversos componentes do sistema para os campos de força 
GROMOS96 (P2) e CHARMM27 (C2).
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(dados apresentados na secção II-2-C do Anexo II). 
Relativamente à barreira hidrofóbica que mantinha o poro encerrado na simulação inicial, 
os  dados  subsequentes  não  permitiram  confirmar  a  presença  desta  estrutura.  Nas 
simulações C2, P1 e P2 o poro mantém-se fechado, não sendo possível a identificação de 
resíduos comuns que contribuam para a formação da barreira. Na simulação C1, não se 
verifica a formação da barreira, existindo uma continuidade de moléculas de água que 
ligam  ambos  os  lados  da  membrana.  Os  resultados  sugerem  que  pode  existir  uma 
contribuição efectiva das cadeias laterais de determinados aminoácidos na formação de 
uma barreira que impeça o contacto entre o interior e o exterior celular, sendo no entanto 
necessários estudos mais aprofundados para esclarecer o papel destes aminoácidos no 
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Gráfico 25 - Área global acessível pelo solvente (SAS) para as simulações P1 e P2. 
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Gráfico 26 - Área global acessível pelo solvente (SAS) para as simulações C1 e C2.
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
690
700
710
720
730
740
750
C1 C2
Tempo (ns)
Ár
ea
 (n
m
²)
Simulação computacional da Glicoproteína­P
mecanismo de funcionamento da P-gp.
3.4.  Discussão  dos  resultados. Com  o  presente  trabalho  pretendemos,  através  de 
simulações por dinâmica molecular, obter uma estrutura final equilibrada da P-gp murina 
por  forma  a  possibilitar  futuros  trabalhos  de  homologia,  docking molecular  e  virtual  
screening. A estrutura cristalográfica apresenta 89% de homologia com a P-gp humana, 
encontrando-se  no  entanto  incompleta,  com  a  omissão  da  sequência  entre  os 
aminoácidos  627  e  683  e  a  correspondente  estrutura  secundária.  A  cristalização  da 
proteína na ausência de uma membrana lipídica e a resolução do cristal a partir do qual foi 
obtida (3,80 Å) são igualmente problemas cuja avaliação prévia foi necessária.
A simulação da proteína na ausência da membrana e do linker confirmou a necessidade da 
execução de testes mais aprofundados, por forma a obter a estabilidade estrutural  do 
transportador  para as simulações  subsequentes.  A sequência intermédia foi  modelada 
com recurso a programas informáticos de previsão de estruturas secundárias, tendo sido 
executadas  diversas  simulações  para  avaliar  a  estabilidade e  a  influência  das  diversas 
conformações obtidas, tendo sido escolhido aquele cujos dados se apresentaram como 
mais favoráveis.  De igual  modo, as propriedades das membranas e dos lípidos que as  
constituem foram igualmente avaliadas, tendo sido escolhida a membrana de POPC por 
esta  apresentar  as  características  ideais.  Os  campos  de  forças  (GROMOS96  com 
parametrização lipídica desenvolvida por Poger  et al. e CHARMM27) foram utilizados na 
construção de sistemas para corridas de produção, permitindo a avaliação concreta da 
exequibilidade da tarefa e da influência que a escolha do campo teve na estabilidade e nos 
parâmetros avaliados.
Foi ainda desenvolvido um protocolo de minimização da estrutura proteica, por forma a 
optimizar  e  conferir  robustez  ao  sistema,  permitindo  assim  minimizar  problemas  que 
pudessem advir da baixa resolução da estrutura cristalográfica.
Os resultados obtidos permitiram a obtenção de diversas estruturas estáveis, mas mais 
importante permitiram a caracterização de alguns dos problemas inerentes à simulação 
deste  tipo  de  transportadores.  Uma  das  inovações  deste  estudo  é  a  clarificação  da 
importância da sequência de ligação na estabilidade da estrutura, através da contribuição 
para  a  correta  inserção  da  proteína  na  membrana  e  da  estabilização  de  ambos  os 
domínios intra-celulares (domínios de ligação aos nucleótidos, ou NBD). A importância de 
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pontes  de hidrogénio específicas  entre  resíduos  existentes  no segmento intermédio  e 
NBD terminal foi também clarificada, contribuindo desta forma para estudos posteriores 
acerca da elucidação do mecanismo de transporte dos substratos.
Os valores elevados dos desvios quadráticos médios e correspondentes raios de giração 
corroboram a grande mobilidade que toda a estrutura possui, embora a sua integridade 
estrutural  não  sofra  muitas  alterações.  A  presença  do  linker permite  uma  maior 
estabilização dos NBD devido à transferência de grande parte das oscilações estruturais 
para a sequência intermédia, altamente móvel. Estes dados são corroborados pela análise 
dos desvios dos diferentes componentes em separado, que comprovam quer a elevada 
estabilidade  dos  segmentos  inseridos  na  membrana  quer  a  grande  mobilidade  do 
segmento intermédio e dos segmentos de ligação entre as hélices transmembranares e os  
domínios de ligação a nucleótidos.
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A  Glicoproteína-P  é  uma  proteína  transmembranar  pertencente  à  família  dos 
transportadores  ABC,  presentes  desde  microorganismos  simples  como  bactérias  até 
organismos mais complexos como mamíferos. No caso particular da espécie humana, este 
transportador é frequentemente associado a fenómenos de multi-resistência à acção de 
fármacos destinados ao tratamentos de quimioterapia para a erradicação de tumores.
Diversos estudos permitiram o desenvolvimento de moléculas com actividade moduladora 
da P-gp, organizados em três classes de acordo com os protótipos utilizados. No entanto, 
os  efeitos  secundários  associados  às  doses  necessárias  e  à  interacção  com  sistemas 
enzimáticos,  em conjunto  com a  ausência  da  estrutura  do transportador  (cuja  versão 
murina foi publicada em 2009) impediu o desenvolvimento de moduladores mais eficazes 
que permitissem reverter o fenómeno da MDR.
Uma outra abordagem foi, no entanto, desenvolvida através da obtenção de farmacóforos 
que  permitissem  a  identificação  dos  grupos  importantes  para  o  reconhecimento  das 
moléculas  por  parte  do  transportador.  Diversos  estudos  que  identificaram  domínios 
hidrofóbicos, aceitadores e/ou dadores de pontes de hidrogénio como funções-chave na 
interacção entre os moduladores e o DBS não conseguiram, no entanto, identificar um 
farmacóforo-base que inclua a maior parte dos moduladores descritos na literatura. Este 
problema  advém  do  facto  dos  farmacóforos  existentes  na  literatura  terem  sido 
desenvolvidos  a  partir  de conjuntos  de moléculas  com variações  estruturais  limitadas, 
permitindo  um  desenvolvimento  de  farmacóforos  precisos  mas  não  aplicáveis  a 
compostos de estrutura molecular distinta.
O  farmacóforo  descrito  neste  estudo,  obtido  a  partir  de  moduladores  isolados  das 
espécies Euphorbia cuja actividade se encontra caracterizada por estudos de reversão da 
MDR em células transfectadas com o gene MDR1, permite uma melhor caracterização dos 
domínios essenciais para a modulação da actividade deste tipo de transportadores. Foi 
identificada  a  importância  dos  grupos  hidrofóbicos  como  determinantes  no 
reconhecimento  da  molécula  pelo  transportador,  sendo  o  número  variável  de  grupos 
aceitadores  de  pontes  de  hidrogénio  responsável  pela  afinidade  que  as  moléculas 
apresentam.
A afinidade dos moduladores provou ser também condicionada pela existência de anéis 
aromáticos, grupos dadores de pontes de hidrogénio e, em menor extensão, por grupos 
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catiónicos, permitindo a formação de interacções electrostáticas adicionais.
Com este farmacóforo, a identificação das características-base cuja presença é essencial 
em todas as moléculas com actividade inibidora permitirá o aumento da actividade dos  
moduladores  existentes,  através  da  modificação  química  dos  grupos  presentes  na 
molécula.  Permitirá,  de igual  modo, a identificação de novas estruturas com potencial  
actividade  moduladora  através  de  técnicas  de  screening virtual,  modificadas 
posteriormente por forma a maximizar o efeito modulador e limitar o aparecimento de 
efeitos secundários decorrentes da sua utilização como reversores da multi-resistência.
Similarmente, o aumento da base de dados a partir da qual foi possível o desenvolvimento 
do  presente  farmacóforo  permitirá  uma  melhor  definição  dos  pontos  farmacofóricos 
determinados,  favorecendo  a  obtenção  de  um  farmacóforo  mais  preciso  e, 
concomitantemente, uma maior exactidão nas detecções por ele permitidas.
A obtenção da estrutura cristalográfica da Glicoproteína-P murina veio clarificar alguns 
dos  aspectos  do  transportador  que  permaneciam  obscuros.  Muitos  dos  modelos  de 
homologia não se revelaram adequados para a determinação das propriedades intrínsecas 
ou do mecanismo de acção que provoca o efluxo dos substratos para o exterior celular. No 
entanto,  numerosos  estudos  evidenciaram  o  papel  fundamental  dos  mecanismos  de 
transducção  de  sinal  desencadeados  pela  ligação  dos  substratos  e  do  ATP,  embora  o 
processo pelo qual ocorre o efluxo não se encontre completamente esclarecido. Por outro 
lado,  a  ausência  do segmento de  ligação  entre  as  duas  unidades  e  a  cristalização da 
proteína  na  ausência  da  membrana  íntegra  são  problemas  adicionais  que  importa 
investigar  devido  à  importância  que  ambos  adquirem no mecanismo de  acção,  como 
revelado por vários estudos.
O presente estudo clarificou as propriedades intrínsecas necessárias à membrana para 
permitir uma estabilização eficiente do transportador. O estudo provou que a membrana 
de POPC é mais adequada para a simulação deste sistema em particular, em detrimento 
das  membranas  de  DMPC  e  DPPC,  devido  à  temperatura  de  transição  de  fase  mais 
próxima da temperatura fisiológica e à espessura do núcleo hidrofóbico ser mais próxima 
da existente nos domínios transmembranares da P-gp. A parametrização da membrana foi  
também sujeita a análise, tendo sido verificado que a desenvolvida por Poger et al. a que 
apresentou valores de área por lípido, espessura e parâmetros de ordem de deutério mais 
94
Conclusões e Perspectivas Futuras
próximos dos valores experimentais.
A sequência intermédia foi modelada a partir dos resultados provenientes de programas 
de  predição  de  estruturas  secundárias,  equilibrada  e  a  estabilidade  da  estrutura  foi  
testada através de diversas simulações em paralelo.  Confirma-se a existências de duas 
pequenas hélices no início do segmento que medeiam a interacção entre ambos os NBD, 
com a restante estrutura a adquirir uma conformação estendida extremamente móvel, 
como  confirmado  pela  análise  da  flutuação  quadrática  média  desta  sequência  em 
particular. 
A estabilidade dos domínios de ligação a nucleótidos é conseguida por intermédio  da 
formação  de  pontes  de  hidrogénio  em locais  designados  por  superfícies  de  contacto, 
localizadas junto do motivo  Walker-A e  das hélices exteriores do NBD2. O número de 
ponte de hidrogénio estabelecidas e os resíduos envolvidos na formação dos  mesmos 
determinam o número de graus de liberdade permitidos e, consequentemente, a maior 
ou menor flexibilidade da interacção. Foi também clarificado o papel central dos resíduos 
Asp613  e  Asp616  na  superfície  de  contacto  1,  envolvidos  na  formação  de  pontes  de 
hidrogénio  em  todas  as  simulações,  mediadas  ou  não  por  moléculas  de  água,  e  dos 
resíduos  Arg630  e  Thr632  na  superfície  de  contacto  2,  embora  os  contactos  nesta 
superfície não se encontrem tão bem definidos como na primeira.
A  obtenção  de  diversas  estruturas  finais  estáveis  do  transportador  permitirá  a  sua 
utilização em futuros estudos de homologia, docking e dinâmica molecular. As estruturas 
obtidas permitem a sua utilização em novos estudos de dinâmica molecular com vista a  
testar o modelo do Aspirador Hidrofóbico e obtenção de uma estrutura da P-gp humana 
por homologia permitirá efectuar estudos de docking para uma melhor compreensão dos 
mecanismos  e  resíduos  envolvidos  no reconhecimento dos  substratos  e  moduladores. 
Esta  nova  informação,  em  conjunto  com  os  dados  recolhidos  pelo  farmacóforo, 
fornecerão novos dados cujo papel fulcral se centrará no desenvolvimento de novos e 
melhores moduladores, impedindo o aparecimento ou revertendo fenómenos existentes 
de multi-resistência em linhas celulares tumorais.
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Anexo I
Grupo Controlo (N=152) [adaptado de Wang et al.1]
Subgrupo S1 (N=7)
Referências Pearce et al., 19892
Subgrupo S2 (N=9)
Referências Ford, 19963
Zamora, 19884
Wang, 20015
Dantzig, 19966
van Zuylen, 20027
Sato, 19918
Kimura, 20029
Subgrupo S3 (N=11)
Referências Ford, 19963
Nüssler, 199810
Safa, 198711
Zamora, 19884
Akiyama, 198812
Chiba, 199613
Subgrupo S4 (N=15)
Referências Conseil, 200014
Wesolowska, 200915
Subgrupo S5 (N=11)
Referências Zamora, 19884
Ekins, 200216
Beck, 198817
Scala, 199718
Garrigues, 200219
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Subgrupo S6 (N=21)
Referências Ford, 19963
Mistry, 200120
Peck, 200121
Newman, 200022
Pajeva, 200423
Mi, 200124
Drewe, 199925
Wang, 20025
Chen, 200326
Ekins, 200216
Muñoz-Martinez, 200627
Qiangrong, 200528
Tsuruo, 198129
Subgrupo S7 (N=9)
Referências Nüssler, 199810
Utz, 199830
Smith, 199531
Ford, 19963
Subgrupo S8 (N=9)
Referências Nüssler, 199810
Conseil, 200014
Beck, 198817
Ford, 19963
Subgrupo S9 (N=5)    
Referências Beck, 198817
Ford, 19963
Zamora, 19884
Drewe, 199925
Akiyama, 198812
Ekins, 200216
Wang, 200132
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Subgrupo S10 (N=6)
Referências Beck, 198817
Ford, 19963
Zamora, 19884
Akiyama, 198812
Ekins, 200216
Subgrupo S11 (N=11)  
Referências Jain, 200933
Subgrupo S12 (N=41)
Referências Corea, 200934
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Grupo Moduladores (N=74)
Classe Diterpenos
Anel Macrocíclico
Esqueleto Jatrofanos
Referências Valente, 200435
Classe Diterpenos
Anel Macrocíclico
Esqueleto Jatrofanos
Referências Duarte, 200636
Duarte, 200737
Duarte, 200838
Classe Diterpenos
Anel Policíclico
Esqueleto Tetracíclico
Referências Madureira, 200439
Madureira, 200640
Classe Triterpeno
Anel Policíclico
Esqueleto Cucurbitano
Referências Ramalhete, 200941,42
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Grupo Inactivos (N=46)
Referências Schinkel, 199643, Gombar, 200444, Polli, 200145, Yasuda, 200246
Yamazaki, 200147, Cvetkovic, 199948, Pearce, 19892, Muñoz-Martinez, 200627
Carbamazepina
Difenidramina
Haloperidol
Fluoxetina
Flunitrazepam
Clozapina
Triprolidina
Midazolam
Fluconazol
Alprenolol
Imipramina
Clonidina
Mebendazol
Clorfeniramina
Amantadina
Lidocaína
Diazepam
Trazodona
Nitrendipina
Nifedipina
Manitol
Metotrexato
Practolol
Propranolol
Piridostigmina
Ranitidina
Sumatriptano
Triamtereno
Biperideno
Quetamina
Naloxona
Selegilina
Escopolamina
Meprobamato
Varfarina
Indometacina
Sulfasalazina
Mefentermina
Antipirina
Doxilamina
Terfenadina
Fexofenadina
Ácido Risérpico
Lactona Risérpica
Metilreserpato
Iohimbina
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Dados adicionais sobre a
Simulação Computacional da Glicoproteína­P

Anexo II
II-1) Parâmetros de controlo das simulações
II-1-A) Simulações de minimização energética
a) Algoritmo "steepest descent"
integrator = steep
emtol = 1000.0  
emstep        = 0.01          
nsteps = 50000   
nstlist = 1
ns_type = grid
rlist = 1.0
coulombtype = PME
rcoulomb = 1.0
rvdw = 1.0
pbc = xyz 
pme_order = 4
fourierspacing = 0.16
b) Algoritmo "conjugate gradient" – aplicado nas minimizações do novo protocolo 
define = -DFLEXIBLE
integrator = cg
emtol = 100.0  
emstep        = 0.01       
nsteps = 3000   
nstcgsteep = 100 
nstlist = 1
ns_type = grid  
rlist = 1.0  
coulombtype = PME
rcoulomb = 1.0
rvdw = 1.0
pbc = xyz
pme_order = 4
fourierspacing = 0.12
II-1-B) Simulações de equilibração NVT
define = -DPOSRES
integrator = md
nsteps = 5000
dt = 0.002
nstxout = 500
nstvout = 500
nstenergy = 500
nstlog = 500
nstxtcout = 500
energygrps = Protein POPC SOL
continuation = no
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds
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lincs_iter = 1
lincs_order = 4
ns_type = grid
nstlist = 5
rlist = 1.2          
rcoulomb = 1.2
rvdw = 1.2
coulombtype = PME
pme_order = 4
fourierspacing = 0.16
tcoupl = V-rescale
tc-grps = Protein POPC SOL_CL
tau_t = 0.2   0.2   0.2
ref_t = 303   303   303
nsttcouple = -1
nhchainlength = 1
pbc = xyz
DispCorr = EnerPres
gen_vel = yes       
gen_temp = 303
gen_seed = -1
nstcomm = 1
comm-mode = Linear
comm-grps = Protein_POPC SOL_CL
II-1-C) Simulações de equilibração NPT restringidas
define = -DPOSRES
integrator = md
nsteps = 3000000
dt = 0.002
nstxout = 50000 
nstvout = 50000
nstenergy = 5000
nstlog = 50000
nstxtcout = 5000
energygrps = Protein POPC SOL
continuation = yes
constraint_algorithm = lincs 
constraints = all-bonds
lincs_iter = 1
lincs_order = 4
ns_type = grid
nstlist = 5
rlist = 1.2
rcoulomb = 1.2
rvdw = 1.2
coulombtype = PME
pme_order = 4
fourierspacing = 0.12
tcoupl = Nose-Hoover
tc-grps = Protein POPC SOL_CL
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tau_t = 0.2   0.2   0.2
ref_t = 303   303   303
nsttcouple = -1
nhchainlength = 1 
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau_p = 5.0 
ref_p = 1.01.0
compressibility = 4.5e-5     4.5e-5 
pbc = xyz
DispCorr = EnerPres
gen_vel = no
nstcomm = 1 
nstcalcenergy = 1 
comm-mode = Linear 
comm-grps = Protein_POPC SOL_CL
II-1-D) Simulações de equilibração NPT restringidas (novo protocolo)
Idêntico ao anterior, com alterações nos seguintes parâmetros:
define = -DPOSRES1 -» restrição na cadeia principal (inclui N e O)
  -DPOSRES2 -» restrição na cadeia carbonada (apenas C)
  -DPOSRES3 -» restrição no carbono alfa (C)
integrator= md
nsteps = 250000
dt = 0.002
II-1-E) Simulações de produção NPT
integrator = md
nsteps = 50000000
dt = 0.002
nstxout = 50000 (30000 nas simulações CHARMM) 
nstvout = 50000 (30000 nas simulações CHARMM)
nstenergy = 5000  ( 3000 nas simulações CHARMM)
nstlog = 50000 (30000 nas simulações CHARMM)
nstxtcout = 5000  ( 3000 nas simulações CHARMM)
energygrps = Protein POPC SOL
continuation = yes
constraint_algorithm = lincs 
constraints = all-bonds
lincs_iter = 1
lincs_order = 4
ns_type = grid
nstlist = 5
rlist = 1.2
rcoulomb = 1.2
rvdw = 1.2 
coulombtype = PME
pme_order = 4
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fourierspacing = 0.12 
tcoupl = Nose-Hoover
tc-grps = Protein POPC SOL_CL
tau_t = 0.2   0.2   0.2
ref_t = 303   303   303
nsttcouple = -1
nhchainlength = 1 
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau_p = 5.0 
ref_p = 1.01.0
compressibility = 4.5e-5     4.5e-5
pbc = xyz 
DispCorr = EnerPres 
gen_vel = no 
nstcomm = 1 
nstcalcenergy = 1 
comm-mode = Linear 
comm-grps = Protein_POPC SOL_CL
II-2 – Informações adicionais sobre os estudos de Dinâmica Molecular da Glicoproteína-P
II-2-A) Simulações P1/P2 (GROMOS96, parametrização POPC de Poger  et al.)  e C1/C2 
(CHARMM27), sem e com protocolo de minimização;
É observável uma flutuação média idêntica aos registado para as simulações P2 e C2, à 
excepção  do  RMSF  do  segmento  intermédio  (linker)  cujos  valores  são  inferiores  aos 
registados  nas  simulações  em que  foi  aplicado  o  protocolo  de  minimização.  Por  este 
motivo, é observável uma maior flutuação em resíduos pertencentes ao NBD1.
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Gráfico  i -  Comparação  da  flutuação  quadrática  média  (RMSF)  dos  resíduos  para  as 
simulações P1 e C1.
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As densidades parciais das simulações P1 e C1 são em tudo idênticas às registadas para as 
simulações em cujo protocolo de minimização foi aplicado. 
Similarmente ao registado nas  simulações  P2 e  C2,  existe  uma evolução contrária  em 
relação à evolução da organização estrutural.  O campo de forças CHARMM27 tende a 
priveligiar a formação de hélices, enquanto que o campo de forças GROMOS96 apresenta 
uma maior conversão para estruturas desorganizadas.
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Gráfico  iii - Evolução da organização da estrutura secundária ao longo do tempo, para as 
simulações P1 e C1.
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Gráfico  ii -  Densidades dos  diversos  componentes  do sistema para  os  campos de força 
GROMOS96 (P1) e CHARMM27 (C1).
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II-2-B) Superfícies de contacto para a simulação P1
A) Superfície de contacto CS1
É  visível  a  formação  de  pontes  de  hidrogénio  entre  os  resíduos  Asp616/Ser1036, 
Asp616/Arg630 (mediada por uma molécula de água) e entre o Asp613/His1196.
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Gráfico iv - Variação da distância mínima entre os aminoácidos envolvidos na formação 
de pontes de hidrogénio 'linker'/NBD, na simulação P1.
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As pontes de hidrogénio registadas na superfície CS2'  (Arg630/Glu1083, Thr632/Leu1140) 
são  mediadas  por  moléculas  de  água,  o  que  confere  um maior  número de  graus  de 
liberdade. Observa-se também uma interacção directa entre Asn603 e Asp1171/Gly1143.
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II-2-C) Superfícies de contacto para a simulação C1
É identificável a formação de pontes de hidrogénio mediadas por moléculas de água na 
interacção entre  três  resíduos do segmento intermédio e a  Ser1035 do NBD.  Existem 
também pontes de hidrogénio internas no linker, mantendo relativamente fixa a posição 
da cadeia lateral do Asp613.
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Gráfico v - Variação da distância mínima entre os aminoácidos envolvidos na formação 
de pontes de hidrogénio 'linker'/NBD, na simulação C1.
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Do mesmo modo, a cadeia lateral do Asp614 interage com a forma protonada do His1196. 
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II-2-D) Superfícies de contacto para a simulação P2
 
formação de pontes de hidrogénio na superfície CS1. O Asp613 também contribui, com 
uma ligação à cadeia lateral da His1196.
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É identificável  um alinhamento entre a cadeia principal  do  linker e  do NBD2 devido à 
formação de pontes de hidrogénio entre os resíduos Thr632/Leu1140 e Lys634/Thr1138.
II-2-E) Superfícies de contacto para a simulação C2
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se mediado por uma molécula de água e é visível a formação de uma ligação adicional, 
entre a Arg630 e os resíduos Asp1171 e Glu604.
Verificou-se que a ausência de pontos de contacto na superfície CS2 é acompanhado pela 
não formação de pontes de hidrogénio entre Cys637/Glu219, existente nas restantes.
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Esquema  i –  identificação  das  pontes  de 
hidrogénio mais comuns no final das diferentes 
simulações.  Os  pares  de  resíduos  entre  os 
quais  as  pontes  de  hidrogénio  se  encontram 
formadas encontram-se identificados por letras 
(a/a,  b/b);  a  formação  por  intermédio  de 
moléculas  de  água  encontra-se  indicada  por 
H2O;  ligações  dentro  do  mesmo resíduo são 
designadas por intra.
